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Destinataire: 

JACOBSON, Claude 

Cabinet Lavoix 

2, place d'Estienne d'Orves 

F-75441 Paris Cedex 09 

FRANCE 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
19 janvier2001 (19.01.01) 


Reference du dossier du deposant ou du mandatarre 
BET 00/0692 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FROO/02088 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

20juillet 2000(20.07.00) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant | [ I'inventeur | | le mandataire | [ le representant connnnun 


Norn et adresse 

IMEDEX BIOMATERIAUX 
Zone Industrielle les Troques 
F-69630 Chaponost 
FRANCE 


Nationalite (nom de TEtat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
1 1 la personne | [ le nom X I'adresse | | la nationalite | | le domicile 


Nom et adresse 

IMEDEX BIOMATERIAUX 
116, avenue du Fornnans 
F-01600 Trevoux 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile {nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 


4. Line copie de cette notification a ete envoyee: 
1 X 1 a I'office recepteur | X | aux offices designes concernes 
I 1 a I'administration chargee de la recherche internationale | | aux offices elus concernes 
1 I a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 





Fonctionnaire autorise: 




Bureau international de TOMPI 




34, chemin des Colombettes 


Philippe Becamel 




1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 




003785630 
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(article 16 et regies 43 et 44 du PCT) 
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Reference du dossier du ddposam ou 
du mandat&ire 

RFT 00/0692 

Demande ir»ternationaie 



A DONNER 




IMEDEX BIQWATE RIAUX 



Ce rapponde recherche internaliDnale comprend — 

[T] II est au8Si accompagns d'una cople de chaque 



document reiatif k V6m de la technique qui y esi ctte. 



1. Base du rapport ..^ . atteciu6e sur la daae de la demande Intemallonale dans la 



««p«u6B sur la base cf une traducHon de la demande intsmalionale remise > I administration, 
n larechafchalntefnaflooa)ea6t6e«eciu6esurlaba8ecrune 

. ^....-«fl«lntedlvalguae8 dans la demande intemalionale (16 casecheant), 

n contenu dans la demande ln»8roaiionale.60L.6tomie6alte. 
° rpolavac . damands intamaUona.. sou, lorme d.cHmra.le par ordina.o.c. 
remis ulterleurementi fadmlnlstraton, sous forma acrite. 

.emls uit^neuremen. . radmlniairatlon. sous fo^ '^l^^^^J^^^ ^.^neuremen, ne vas pas au^el. d. ^ 
Lad.da,a.on..alcn.agus»e.e^^^^ 

divulgaHonfaite dans la demande tallB qua oeposB -aehiffrahie oar ordlnaraur som Wenflques a ceiies 

du Hstage dee eSquencoa pr66enl6 par 6cnt. a SB rournie. 



□ 

□ 
□ 
□ 



Q „yaat,fi*need-unlt4do«nventloh(voirlecadfali). 



4 En ce qui conceme la Mire, 

n lete^ieestapprouwetalqu'iiaetaremispariedepoaam. 

g et/ou THERAPEUHQUE 

MOUSSE PROTEIQUE ADHESIVE A USAGE CHIRURQil-AL ti/ 

5 En C8 qui concenne rabrea©. 

rtn le »e«e eei aopfouv6 lei qu"" a et6 remie par lo d6po6ant j. ■» rfede 3e.2b). Le ddposant peut 

Serecnarche Internationals. = 

6 La«8ur6dBsde«ln6apublteravBcraPr69SBSilaRguran Aucune das flflures 

□ suggarBBpariadapoMnl. rfest 6 publier. 
n parcequeied6poaantn-apassuQQ6r6ceHQufB. 

□ parce que cette ngure earactfirlae mlaux I'lnvenUon. 

Formulaira PCT/ISACIO (premiere teuMla) (lulHet ^998) 
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C nne uMgMTS eONSIOERES COMME PEHTINEWTS 




US 4 442 655 A (STROETMANM MICHAEL) 
17 avnl 1984 (1984-04-17) 



colonne 2, ligne 54 -colonne 3. ]igne 16 
colonne 5, ligne 17 - ligne 36 
colonne 10. ligne 45 - ligne 51 
colonne 12. ligne 20 -^ligne 34 

US 2 584 082 A (FOSTER 0. SWELL INC.) 
29 Janvier 1952 (1952-01-29) 

colonne 1, Hgne 29 - ligne 51 
colonne 2, ligne 3 - ligne 14 
colonne 3. ligne 25 - ligne 29 



no. des rewendicaitons vtsdes 



1-3.7.8. 
10, 

14-21. 
25, 

31-39. 
43-45 , 
53.54 



1-3,15. 
19-21 . 
32,33,44 



Les doeumerte de Tamnies da erevBis *om hdlquto «n annexe 



•A- document dfiBnlssani ffliat fl^ndral de «a 'eeflnlquB, non 
ttoslddrS cornme partlculififemanl partlnoni 

•e- documanl anterieur. mate puhll6 4 la date de *pdi imsmattonal 
ou apr^d cMo dale 

SiriS ouSd pour deiemuner \a dale de PU?»lcaUon d^jne 

•O- ddcumsm ae f6{6rani & una dkulgartioft oraie. & un usage, a 

una ejipofilllon OU I0u» aOlTfiS rrwyens 
.rt, «.».mAnt ntinttA Bvani (a oato oe odpoi iniemallonai. maus 



trchnieiue pantnent, male cil6 pour ecmprendm la ptineipa 
o^nawSte cdnattuam IB base de rinvew wi 

X* documem partleuliefemenl penlnaro; rin«ran ^'?"r^"*};;i^2^JSa6^ 

pour und person ne du meiiar 
drieumflMdul fah partte da iamame famOte d9 bngvols 



Oaie a laqueOe la rechercha inlamailonaia a 6tfl enecntferpam achevae 

28 novembre 2000 



Nam ei ad^esse posiale de f admiftlfliraiton cha,^ da la »«c>iarche imamaiionaie 
Nom ei ad.«33e ^swu ^^^^^^ ^^^^^ ^ ^ ^^^^^^^^^ ^ 

ML - 2260 HV Hnsuirtlk 

TeL (^70) 340-2040. T)C. 31 fiSl epo nl, 

Faic (♦31-70) 340-3016 



"baie o'eitp^lilon du pr^M fapport de rechercte miemationale 



05/12/200Q 



FonciJonnalrB auJortsd 

Henidjel, R 



FormulBiio PCT/I3V210 (de«dhmo fouiy«) QutM lOW) 
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EP 0 747 420 A (ALBANY INT RESEARCH) 

CH 674 804 A (BATTEUE MEMORIAL INSTITUTE) 
3? juillet 1990 (1990-07-31) 

page't. Hgne 45 -page 4. ligne 5 
revendications 1-8 

IK 4 612 332 A (BOCK 0AM ET AL) 
fe sepiLbJe 5986 (1986-09-16) 

fcSe 2. Il9ne9 -ligne 23 
colonne 2. Hgne 42 - Hgne 58 

,R 2 754 268 A (DEV Jis UTILISA^^^^^^^ DU 
COLLAG) 10 avnl 1998 (1998 04 luj 
cite dans la demande 

page 6, I1gne 1 -page 7. Hsne ^3 
page 8, Ugne.lB -page 9. 1 gne 31 
Saie 14. ligne 14 
page 16, ligne 3 - ligne H 

WO 98 02098 A (BAXTER INT) 
22 Janvier 1998 (1998-01-22) 

ligne 4 -page 6 ligne 20 
Jage 10, ligne 3 - ligne 30 
figures 1-4 




007 



44-53 



Pofmulairo 



PCtIiSA/210 tfiulie oa .B deux^bme .«*.le) UuUa. ^^^) 



page 2 de 2 
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pernancy ..na.a NC. PCTfR 00 ^2088_ 



; RENSEIGNEMENTS WDlQUESSUR PCT/ISA/jlO_ 



Suite du cadre 1. 1 j. *. 

Wtes au produ1t/a la contposUlon. 



Suite du cadre I.l 
ou animal 
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id w; 
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HAPPOBT OE RECHERCHE INTERNATIONAUE 
- ... „ estlmd que certalnes revendicatlons 



PCT/FR 00/02088 
;S3;;;i;nt pasfaire fobjet d'une recherei^ 

d-une recherche pour les mam suivants 



tenue 



ae proeeder k la recher*e. a savoir: 

voir feuille supplemental re SUITE utb 



2 n Les revendlcailOTS mterhationaie quj ne rempiieeent pas 

ro-»-- ^^^^^^^^^^^^^ " ' 



sufflsamment tes oondtlor^s prasorites pour 



3. □ 

J la demanda Iniamatlonale. & savoir. 



^dfema phrases da la rigle 6.».a). 



-cadre.. Observations-. ors^uMlye^^ 

, ,ntarnatfor«ia a rroovi p.uBieurB invenllonB dans. 



L-admlnlstra«or> charg^e de la recherche I 



na Sire etreclu6©s sans etiort partcuUer 

las revendicatlorts n " 



cou\/erte par 166 ^©^'en^l'catlone n 



Remarciuo quant t la r*aerve 



Formulaire 



reTASA«io (suite de la ptcmVere <eum ^^ » wu..«. i 



t 
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Oevnands (ntarnaOonBle No 

PCT/FR 00/02088 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



OatG de. 
publication 



I 



Membre(6) de ta 
famine de brevetts) 



Datede 
publication 



US 4442655 A 



17-04-1984 



EP 


f\f\£. O 1 /I O & 

OODOlny n 


JP 




AT 




AT 




OE 




DE 




EP 


0068047 A 


EP 


0068048 A 


OP 


1018054 B 


JP 


58038216 A 


JP 


1018055 B 


JP 


58038217 A 


JP 


58036545 A 


JP 


61039824 B 


US 


44Z7650 A 


US 


4427651 A 



05-01- 
11-08- 
15-08- 
15-07- 
25-07- 
28-08- 
05-01- 
05-01- 
03-04- 
05-03 
03-04 
05-03 
03-03 
05-09 
24-01 
24-01 



1983 
1986 
1986 
1985 
1985 
1986 
•1983 
•1983 
■1989 
-1983 
-1989 
-1983 
-1983 
-1986 
-1984 
-1984 



US 2584082 A 
EP 0747420 A 



29-01-1952 
11-12-1996 



AUCUN 



AU 
AU 
BR 
CA 
CN 
FI 
JP 
NO 
US 



708720 B 
3174195 A 
9505035 
2164253 
1137540 

953789 
8337674 

953115 
5851461 



A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 



12-08- 
19-12- 

21- 10- 
08-12- 
11-12- 

08- 12- 
24-12 

09- 12 

22- 12 



1999 
1996 
1997 
1996 
1996 
•1996 
■1996 
•1996 
-1998 



CH 674804 A 
US 461Z332 A 
FR 2754268 A 



31-07-1990 



AUCUN 



16-09-1986 
10-04-1998 



AUCUN 



FR 
AU 
AU 
BR 
CA 
EP 
WO 



2754267 A 
721494 B 
4626997 A 
9706817 
2236306 
0862468 
9815299 



A 
A 
A 
A 

JP 2000503883 T 



10-04- 
06-07- 
05-05- 
23-03- 
16-04 
09-09 
16-04 
04-04 



1998 
2000 
1998 
-1999 
■1998 
-1998 
-1998 
-2000 



WO 9802098 



22-01-1998 



AU 

EP. 



3720097 A 
0917444 A 



09-02-1998 
26-05-1999 



17/10/2002 



14:53 



20 14 91 ^ 00017037399771 



NO. 277 
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PCT 



(302 



^ UK RECHERCHE INTERNATIONALE 



Osstinataira 
CABINET LAVOIX 
A I'att. de JACOBSON, C. 
2, Place d'Estlenne d'Orves 
75441 Paris Cedex 0'^ 
FRANCE 



REQU LE 



0 5 DEC. 2000 



Cabinet LAVOIX 



NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT OE RECHERCHE INTERNATIONALE 
OU OE LA DECLARATION 

(rfeQie 44.1 du PCT) ■ 



Reterence du dossier du dSposant ou tin mandataire 
BET 00/0692 



Demandd Internationale 

PCT/FR 00/02088 



Date <f expedltfon 
CJour/mol6/ann^e) 05/1 2/2000 



POUR SUITE A CONNER 

voir IBS paragraphe3' 1 et 4 cl-apres 



Date du ddpot international 
(laur/moisJannee) 20/07/2000 



Deposani 

IMEOEX BIOMATERIAUX 



1 [X] II est noxm au d^posant qua la rappon da recherche Internationale a ^t^ etabli el lai esx transmls ci-Joint 

figurant sur la teuIHe d'accompagnement 

Oti? Direciement aupres du Bureau international de rOMPi 

^ 34, chemtn des ColomDattss 

1211 Genive 90, Suisse 
n" de t6(6copl9ur: (41-22)740.14.35 



□ 



□ 



& rarilcle I7^)a). eel transmlse clHolni. 

e„ ce qui conceme la resenre pouvan, e« formula, contorm^ment i la r*gla 405. a r6Qa«l du paiament d-un, ou 

d^GignSs. 

Bureau imernaUonal. SI le d^(»sant s*""*'^ a Kd^cauin de prtarlirconfbfmemert aux regies 

^ou mfime au^eii dans certains offices). 

guT^Te pouvaje^ P^a etre 6lu6 parca quMla ne eont pas ildfi par le cnapitra ll. _ 



Nom et adresae postale de I'admlnistration chargde de la 
recherche internationme 

Office Europeen dee Brevets, F.B- 5818 Patentlaan 2 

KMJ Tel. (*01-70) 340-2040, Tjc. 31 651 epo nl, 

Fax: (^1^70)340-3016 



J 



Foncttonnaire autorie^ 

Jaap Hurenkamp 



Formuiaire PCT/ISAG20 (juUiei 1998) 



(Vole m notes surta feuifle dCacGompagnsmern) 
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NO. 277 D03 



NOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCr/ISA/220 



MS damieras <(ui fwmant Pour da plu» «"plM rB«»«ion»n»«nl8, on peul 8U88i COfWuliaf m lauwe »• «t- 
pufafiooiion de roMPI. 

0«« le. pr-ontos te» tennee 'artlde'. -rtfll** « Instwdion; ronveiarrt »» diapoitlon. du tr«W, de eon r^««nl 
d-oi«euliar at das iiwIructionB admiriolralivBe du PCT, reapediwamant. 

INSTRUCTIONS CONCERriANT LES MODIFICATIONS SELOM L'ARTICLE 19 

certains Etata. 

Qu^lBft partlM U deiiMnao IntOTTiBltonal* pouvoirt dtr« wodlfl^ow? 

S«ion ratide 19. Im rrvondicationa MBl&fwv«m«nt 

LBHi do rou«»tu» da la pha.. naltena*. toute. I- P«1i»« d. I. d^nard. Inlam-Bonalo p«iw«* modfi*- «-on 

raitido 23 ou, la cos ^dieant, aelon I'tftioto 41 . 



Qusnd'? 



Q£i na pAt d^wr tos modlflcatiafia? 

I damcnd* dwamw prtllminairti Intamalkinal a MM. d^««. «ir plus loin. 



Lonqu'una < 

Mm (euaia de ron^iaeomanl doB Ota ran^iw pour h»£- r.wa«<So«tiOf» qui. on raison (funs ou da 

pluB'eum modifloaliona, OXHn da la fouilla lniBalaB»i« d«paa*a. 

route. I» r«.«die«ti««.B liBiJWrt una fowflte -^^ 

LM raodWctlona doWwt dm oflMtuA.. d«na la tang"* -l-" «» P"""*^ 



Quaia docunmita dolvanVpouvant acconipasiMr taa modlfle^ana? 
Lottni (InatnicOan 20S.b)): 

Laa medlJieafiana deiwoni am aaoompaonaaa d'una laHrs. 
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NOTES RELATIVES AU FORMULAIRE PCT/ISA«20 (suite) 



qSo^rfi6e8. Ene d»it indiqueran partculier, pour chaaue rwendicatkin fiflurant 

(Saitt ontendu que deo indioatiore identlquoa cancemart pkiaioum revondicaUons peuvont «re ffOUp^J. 

i) la revandicaton n asi paa mcufiRda; 

ii) la revendiostion est aupphrriee; 
ifl) la fovendlcatlon rat nouvelto; 

iv) la rwendicatioo remplao© una ou piuaieura rwendiofltfions leltea que dSposte; 
V) la fwendioation aat lo rtmultat da la division d'una rovondioaton toUe qL« depos^a. 



1. 



Lm «t«ip»«» tul vawta Uluatnirft la manl^ dart lea modmcaUoha dolvem AM expllqu^M dan* la Irtra 
d'acoompagfwmAiii: 

(Ursque te nomfar» daa i^vandiodbna dApoate inftialamaM a'4lovfltt i 48 0I qu*d la auite rf iin« modfieatio/i da 
oef»ainaaravartdioationiil»*4IAv©a51): n „.^n-rn. r,^r>»H:n^«-»nti 

■Rovencficationa 1 4 1 S femr^actee par laa rm/endioatiorw modifi6« portanl lao mfaroa nunwroa, rwaraJioatona 
30, 3a M 36 paa modiftiea; nouvellaa revendicationa 49 A 51 ajout^ea.' 

2. iLoru^ja la nomhra daa rwandieatioas ddpoe^ea inftidemort a'6lavait i 1 5 al qu'A la Mifta tfuna modifkudian da 
Ioute8laar«vaodi6ali«maila'«*va4ll): - . 

RovancScaliona 1 4 1 5 rampiacdaa par lea ravandioatmna modttaaa ^ 

3 [Umcfua ta nombra das ravandicationa ddpoe^ inilialeaiefll a'4tavait & 1 4 at qua let modifioatiorw aonsiatent h 

*Rawndca!ions 1 & 6 ot 1 4 paa modifi^; rBvendiaalltMiB 7 A 1 3 aupprimdea; nouvelto ravemfoaliOfW 1 5,1 e at 

7 613 aupprimoea; no««e(tee revancfioaliona 15, 16 el 17 aJout6e»; toutee les autTM rwe«die«liona 

poB modifiAas.' 

4. ILwaquepluBiaufaaoftwdBmodificatiofmaQnlfaitooJ: ^ ^^^s^^^ <a ismt id 

'•RavafSSation. 1-10 paa medifltea; rawandiaatiana 1161 ^.I^ «!^^PP^t^^ i 17- 

rtouvUlaa ravandioatiana 20 at 21 Ofout^ea * 
*DMara»Mi aalon rartlola ifl.ir 

Laa fffiQdifioatiani paovent «re Qccompaon6ea if una dddarabon eKpliquant jaa "^^'^fj^ tlJSS^^iTr**^ 
que ooa damiAraa pauvert avoir aur la daacftption eft nur loa dewina (qui no pouwant poa Mm modifies aaion 
rartldolS.I]). 

La d^daration aara putii^ avao la damande intomalionale et let rav andioationa modifiiaa. 
EUa dolt ^tn rMlste tena ta langua dana laquaOa la demandalfAamatlenal* Mt pubUte. 
Ella cfad Atra aueeinete (na pas ddpaBser 500 mota ai elle est elabGa ou traduito on anglais). 

Eda no doit pas mre oonfondua avao la lattra axpliquant tea dfttraneoa axiatani en^ laa ^^^'^^'^^^^Jfj^^ . 

an« ra^andioatian. Ullaa qua modir.6a;, al no la ramplaw par Ella dort fi9««r ^y^i^X^^"^ 
dSa^munia rfun tttra pamiattant dol'idontitiar comme tatfe. contWuA da prAttranea dat mots DAdarahon aabn 
rartidal9.1)V 

^a no doa contonir aucun cowmontaifa dAnlgrant ralatH au rapport da rac^tefefio internal»naJaou f^^ISft*^ 
SatSTnelueoa damiar oontiant. Ella na paiit » raf Aiar & daa di^a aa ^W-^^^^Tf^S^^^ 
oontonuwdana la rapport da rachansha Wamationata qu'an relation ovao una mo<«#ioalion do oatta nwandioBtion- 

ConaAquanca du tott qu*Ufta demanda d*axamafi prAllmlnolfa IntarfiaUmal all dA|4 AtA pfAaankAa 

Si au moment du dAoAt do modHiefltiona ettecjuAae en vortu do I'artide 1 9, une damande d'axamen Prtrtmtnaira 
m^mS^^^d^hM^ la dApoaant deft da prAWronco. lor» du <IApfljt da. HlS^'^^SfS^^ 

intematenaJ, dApoaar Agatement une copie da cea modifioationa ouprAa de radmrmatracbon charBea da 1 oxamen 
praGmrnaire intefnational (woif la r^gta fi2.&a). pramiAra phroaa). 

conaAquanee au ragai4 do la waduciton do to damando intamaMonarelon da rouvorturo da la phaae natlonola 

Latlealian du dApasanl eat appa»e aur la ran qu'U pout avolr & r^^^^'^'^^J^'^'^.f^ 

do la phase nafionato, une tSjuction daa ravandteationa laOaa que moditiAaa an warlu da 1 aitida 1 9 au liaa da la 

traduelfon do» lavancfloaliona tolloa que depoeAee ou en piua da oeUa-o*. 

Pour plus da pfaefaiono aur loa axiflencoa de diaque office daaignA ou atu, voir le volume U du Guide du dapoaant 
PCT. 



Notea relotivoa au fennulajra PCT/lSA/220 (dauxiAma faqaia) danvlar 1994) 
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Inl^lBation on patent family members 


n^^Ktional Application No 

m^/FR 00/02088 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



us 4442655 



17-04-1984 



EP 


0068149 


A 


JP 


61178927 


A 


AT 


20824 


T 


AT 


13810 


T 


DE 


3171072 


D 


DE 


3175003 


D 


EP 


0068047 


A 


EP 


0068048 


A 


JP 


1018054 


B 


JP 


58038216 


A 


JP 


1018055 


B 


JP 


58038217 


A 


JP 


58036545 
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MOUSSE PROTEIQUE ADHESIVE A USAGE CHIRURGICAL ET/OU 
THERAPEUTIQUE 

La presente invention se situe dans le domaine des adhesifs 
biologiques, biodegradables et non toxiques destines a un usage 
chirurgical et/ou therapeutique. 

D'une maniere plus precise, la presente invention est relative a une 
5 mousse proteTque adhesive fluide bioconnpatible, bioresorbable et non 
toxique, a usage chirurgical et/ou therapeutique. 

Elle est egalement relative a une telle mousse renfermant des 
substances bioactives liberables en un site determine. 



10 telle mousse adhesive, ainsi qu'un kit pour sa preparation. 

Elle concerne encore 1' utilisation de la mousse adhesive en 
chirurgie et/ou a des fins therapeutiques, notamment pour la protection de 
plaies et la liaison de tissus biologiques entre eux ou a un biomateriau 
implante. 



On connaTt des colles biologiques pouvant adherer aux tissus ou 
les fixer entre eux, en quelques minutes, sans utiliser des agrafes ou des 
sutures. Ces colles s'eliminent, en general apres la cicatrisation de la 
plaie, par biodegradation, resorption ou par simple detachement sous 

20 forme de croutes. 

Differentes technologies ont ete developpees pour la formulation 
d'adhesifs tissulaires. Certains d'entre eux sont d'origine synthetique 
comme les colles a base de cyanoacrylates (2-butyl-cyanoacrylate, 2- 
octylcyanoacrylate) ou de polymeres synthetiques et d'autres contiennent 

25 des materiaux biologiques comme le collagene ou la fibrine. 

D'une maniere generale, les adhesifs synthetiques sont utilises 
pour Tetanchement de vaisseaux ou des poumons ainsi que pour 
« coller » les bords dincisions cutanees. Les derives biologiques adhesifs 
tels que le collagene et la fibrine possedent en outre des proprietes 

30 hemostatiques et agissent egalement en controlant les saignements. 



Uinvention concerne par ailleurs un precede pour I'obtention d'une 



15 
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Les colles cyanoacrylates se degradent en formant des produits 
toxiques, meme si les colles recemment d§veloppees sont moins nocives. 

Elles conduisent ^ des produits cassant apres polymerisation sur le 
site d'application. Elles restent en place 7 a 10 jours et sont eliminees par 
simple detachement, apres cicatrisation. Leur temps de polymerisation est 
peu modulable, inf6rieur a 1 minute, et ne permet pas une utilisation 
souple de ces colles. Elles peuvent aussi facilement couler et, par suite, 
coller des tissus adjacents au site souhaite. 

FOCAL (US 5.844,016) a decrit des adh6sifs synthetiques reposant 
sur la polymerisation photochimique d'hydrogel de polyethylene glycol 
(PEG). Leur precede d'utilisation n'est pas pratique. En effet, ils impliquent 
une application en plusieurs etapes, sur le site operatoire, de la solution 
contenant I'initiateur photochimique (Eosine Y), de la solution de 
monomere (derive de PEG et d'acrylate) pouvant renfermer une 
substance biologiquement active, puis I'irradiation avec de la lumiere 
jusqu'a obtenir un gel solide transparent et adherent, apres 40 a 60 
secondes. Ce type d'adhesif necessite ainsi ['application de plusieurs 
solutions qui, en raison de leur fluidite, peuvent facilement se repandre sur 
des sites adjacents au site cible. 

Ces adhesifs ont aussi ete decrits pour la delivrance cibiee de 
substances biologiquement actives (Vascular endothelial growth factor 
[VEGF], endothelial cell growth factor [ECGF], basic fibroblast growth 
factor [bFGF], bone morphogenic protein [BMP] ...) contenues dans leur 
reseau microparticulaire (FOCAL US 5 879 713). 

BARD (WO 97/42986) a decrit un adh6sif similaire a celul de 
FOCAL precite, pour lequel la polymerisation est induite par les u.v. 

COHESION TECHNOLOGIES (US 5,874,500 ; US 5,744.545 ; US 
5,550,187) a egalement decrit des colles liquides a base de PEG active 
(ex. PEG comportant des groupes succinimidyles et maleimldyles) qui 
polymerisent apres une simple application sur le site cible d'application, en 
un temps variable. Ces colles sont potentiellement toxiques et presentent 
I'inconvenient d'§tre fluides empechant une application precise sur le site 
d' intervention. 
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CRYOLIFE a developpe un autre type d'adhesif, a base d'un 
melange d'albumine bovine et de glutaraldehyde. Outre les effets toxiques 
connus de cet agent reticulant et du caractere antigenique de Talbumine 
bovine, cet adhesif presente egalement les problennes de fluidite precites. 
5 Les colles de fibrine, nnelange de fibrinogene concentre et de 

thrombine, creent une matrice de fibrine qui est lentement degradee par le 
systeme fibrinolytique endogene. Avant polynnerisation, elles sont tres 
fluides et, peuvent facilennent couler, nneme si leur temps de reaction est 
ajustabie en jouant sur la quantite totale de thrombine. Elles peuvent 

10 liberer des substances biologiques actives (ex. Zarge et coll., J. Surg. 
Res., 1997. 67. 4-8 ; Greisler et coll.. Surgery, 1992. 112, 244-255 ; Gray 
et coll., Surg. Forum, 1993, 44, 394-396 ; Clinica. 1999, 848, 18). 

Des dispositifs associant les colles de fibrine a des liposomes ont 
aussi ete decrits (US 5,651,982). 

15 Les colles de fibrines peuvent etre vaporisees sur le site 

d'application. a Taide d*un spray, et former un film de coagulum ecumeux 
(US 5.607,694 ; WO 97/33646). 

Des dispositifs complexes associant une proteine polymere de 
synthese a un agent de reticulation ont ete proposes comme adhesifs 

20 biologiques (US 5.817.303). 

Enfin, plusieurs adhesifs a base de collagene ou de gelatine ont ete 
decrits dans la litterature. Tres tot, la gelatine a ete associee au resorcinol 
et au formaldehyde ou au glutaraldehyde pour conduire a un adhesif 
presentant egalement des proprietes hemostatiques (Tatooles et coll., 

25 Surgery, 1966, 60. 857-861 ; Braunwald et coll.. Surgery, 1966, 59, 1024- 
1030 ; Guilmet et coll., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 1979, 77. 516-521). 
Avec ce type d'adhesif, 11 y a neanmoins un risque de relargage de 
formaldehyde ou de glutaraldehyde a Torigine de reactions toxiques, 
entramant des necroses tissulaires, ou des reactions moins severes, 

30 conduisant a une mauvaise cicatrisation ou a son ralentissement. 

Dans certaines formulations, le collagene est etroitement associe a 
de la thrombine (CoStasis de Cohesion technol. et Flo-Seal de Fusion). 
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Pour des applications en chimrgie, il peut etre egalement nnodifie 
chimiquement avec des agents d'acylation ou de sulfonation pour que le 
collagene, ainsi transforme, puisse polymerlser sur le site d'application, en 
presence ou non d'un initiateur (US 5.874,537 ; WO 97/42986). 
5 Un adhesif obtenu a partir de collagene chauffe et, comme agent 

de reticulation, un polyaldehyde nnacronnoleculaire biodegradable a 
egalement ete decrit (FR 2,754,267 ; FR 2.754,268). 

Les colles a usage chirurgicai et/ou therapeutique, decrites dans la 
litterature, se presentent essentiellement sous forme liquide. 

10 Un materiau lyophilise non injectable, comprenant les elements de 

la colle de fibrine (thrombine et fibrinogene) a ete decrit (US 4 442 655). 
Un gaz inerte est eventuellement introduit dans la solution aqueuse 
reactive fibrinogene / thrombine pour alleger le materiau qui a un role 
hemostatique ou de support pour la delivrance de substances 

15 cicatrisantes et est principalement destine au nettoyage des plaies. Un 
autre materiau lyophilise non injectable comprenant entre autres les 
elements de la colle de fibrine et du collagene a egalement ete decrit dans 
la litterature. comme un hemostatique efficace et un adhesif (Nishida et 
coll., Geka Shinryo [Surgical Diagnosis Treatment], 1994, 36, 1449-1459 ; 

20 Ochiai et coll., Sanpujinka no Jissai [Obstetric and Gynecologic Practice], 
1995. 44, 253-262 ; Schelling et coll.. Ann. Surg., 1987, 205. 432-435 ; 
Shimamura etcoll., The Clinical Report. 1994. 28. 2994-2507). 

Certains adhesifs ont egalement ete proposes sous forme de spray 
pour permettre une application plus homogene et plus discrete sur une 

25 surface importante. Cependant. Tutilisation de spray presente des 
inconvenients dont : 

i) rapport de quantites non negligeables de dioxyde de carbone ou 
d'autres gaz. entramant des risques de surpression dangereuse et 
pouvant se reveler toxique pour des applications en chirurgie non 

30 invasive. 

ii) le deplacement important du melange adhesif sur le site de depot 
par le gaz propulseur de Tapplicateur, 
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iii) le developpement d'un applicateur special pour spray, 
augmentant sensiblement le prix de revient du dispositif adhesif et 
pouvant necessiter un environnement plus complexe, notamment a cause 
de la connexion du dispositif a une source de gaz propulseur. 
5 On connaTt par ailleurs des mousses proteiques rigides obtenues 

par introduction d'un gaz (air) dans une solution de proteines puis 
sechage de la masse mousseuse a haute temperature, pour des 
panneaux de mousse isolants thermiques (US 2 584 082). 

Une mousse, resultant de Tagitation d'une solution de proteines en 
10 presence d'air ou autre gaz inerte a egalement ete incorporee dans des 
cremes cosmetiques (CH 674 804). 

On connaTt encore des mousses de polysaccharides obtenues par 
melange sous cisaillement apres introduction d'un gaz dans la solution de 
polysaccharides, applicables par pulverisation pour la cicatrisation de 
15 plaies ou comme barriere anti-adherences post-operatoires (EP 747 420). 

Aucune propriete adhesive sur des plaies ou des organes n'a ete 
decrite pour ces mousses. 

L* invention a pour objectif de fournir un adhesif ne presentant pas 
les inconvenients majeurs evoques precedemment. en particulier, risques 
20 de toxicite. difficultes d'application notamment dues a la fluidite, a une 
application en plusieurs etapes et au temps de reactivite des composants, 
emploi de gaz propulseurs (spray), etc... 

U invention a ainsi pour objectif de fournir un adhesif qui soit fluide 
et eventuellement injectable, biocompatible, bioresorbable et non toxique, 
25 adapte a un usage chirurgical et / ou therapeutique, stable dans le temps 
et pouvant etre conserve dans des conditions relativement simples. 

Uinvention a aussi pour objectif de fournir un tel adhesif pour la 
liaison de tissus biologiques, y compris des tissus vivants, entre eux ou 
avec un biomateriau implante ou encore pour le comblement de cavites 
30 tissulaires ou la protection de plaies tissulaires. 

U invention a egalement pour objectif de fournir un tel adhesif sous 
forme prete a Temploi, d'utilisation simple et pratique, notamment 
injectable a Taide de catheters ou canules. 



wo 01/05443 PCT/FROO/02088 

6 

Un autre objectif de T invention est de foumir un adhesif dont la 
stnjcture facilite la colonisation tissulaire. 

Un autre objectif est de fournir un adhesif dont la biodegradabilite 
est controlable dans le temps, apres application. 
5 Un autre objectif de Tinvention est de fournir un adhesif pouvant 

contenir des substances biologiquement actives. 

La presente invention a par ailleurs pour objectif de procurer un 
precede pour la preparation d'un tel adhesif, qui soit facile a nnettre en 
oeuvre et sans danger pour Torganisme receveur. 

10 U invention a en outre pour objectif de fournir des kits permettant 

une preparation simple et rapide d*un tel adhesif. 

Ces objectifs ainsi que d'autres qui ressortiront de la description 
donnee ci-apres, sont atteints a I'aide d'une mousse proteTque adhesive 
fluide biocompatible, bioresorbable et non toxique. a usage chirurgical 

15 et/ou therapeutique, notamment pour la liaison de tissus biologiques entre 
eux ou a un biomateriau impiante et la protection / cicatrisation de plaies 
tissulaires, caracterisee en ce qu'elle comprend une matrice adhesive 
protefque fluide biocompatible, bioresorbable et non toxique renfermant un 
gaz ou un melange de gaz biocompatible et non toxique. 

20 U invention a egalement pour objet un precede pour la preparation 

d'une mousse adhesive telle que precitee, caracterise en ce qu'il 
comprend le fait de melanger extemporanement, de maniere homogene, 
un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques avec un 
materiau fluide de matrice proteique adhesive biocompatible, 

25 bioresorbable et non toxique, ou avec un des constituents de base d*un tei 
materiau. 

L'invention a aussi pour objet un kit pour la preparation d'une telle 
mousse adhesive, caracterise en ce qu'il comprend des constituents pour 
former une matrice proteique fluide adhesive biocompatible, bioresorbable 
30 et non toxique, un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non 
toxiques, et des moyens pour melanger extemporanement lesdits 
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constituants pour former la matrice adhesive at ledit gaz ou melange de 
gaz. 

Les inventeurs ont mis en evidence, de maniere surprenante, que 
Ton pouvait preparer des mousses fluides et adhesives, en incorporant 

5 extemporanement un gaz ou un melange de gaz dans des *colles' 
biologiques, pour obtenir des mousses proteiques pretes a remploi, 
applicables notamment par injection, en utilisant differents dispositifs. tels 
que des canules ou des catheters. 

Les inventeurs ont mis en evidence, de maniere tout a fait 

10 surprenante, la possibilite d'obtenir une mousse proteique adhesive 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, fluide et injectable, adaptee a 
un usage chirurgical et/ou therapeutique, a partir d'un compose proteique 
soit sous forme solubilisee en milieu aqueux, soit sous forme solide, 
notamment lyophilise ou seche par un solvant volatil. 

15 Les inventeurs ont montre, de maniere tout a fait inattendue, que de 

telles mousses presentent des proprietes adhesives, notamment sur des 
tissus biologiques, y compris des tissus vivants, comparables aux 'colles' 
biologiques sous forme liquide, tout en etant plus elastiques et sont 
parfaitement tolerees par Torganisme receveur. Elles peuvent conserver 

20 leurs proprietes adhesives jusqu'a leur complete degradation. 

lis ont egalement decouvert que de telles mousses presentent des 
caracteristiques imprevues de colonisation rapide et efficace par des 
cellules de Torganisme receveur. 

lis ont egalement decouvert, de maniere tout autant imprevue, que 

25 de telles mousses adhesives pouvaient etre appliquees avec une grande 
precision sur des tissus biologiques, pour leur liaison entre eux ou a un 
biomateriau implante presentant des fonctions reactives vis-a-vis de la 
matrice adhesive, sans connaitre les problemes de coulure, 
habituellement rencontres avec les colles biologiques liquides ou les 

30 risques de dispersion des colles par les gaz propulseurs des spray. Les 
depots de ces mousses adhesives sur les tissus sont en outre plus faciles 
a visualiser grace a leur texture microporeuse particuliere et a leur 



wo 01/05443 



8 



PCT/FROO/02088 



opacite, caracteres se differenciant tres sensiblement des colles liquides 
habituelles et des tissus humains ou animaux. 

lis ont egalement montre que certaines formulations de ces 
mousses perdent leur caractere 'collant* sur leur surface externe, apres 
5 polymerisation des agents adhesifs, permettant une application selective 
et precise de ces mousses sur les tissus cibles sans coller des tissus non 
desires. 

lis ont egalement decouvert que Ton peut facilement incorporer a 
ces mousses adhesives des substances biologiquement actives, 
10 eventueilement associees a un vehicule les protegeant au moins 
partiellement de modifications chimiques, potentiellement causees par les 
agents de polymerisation. 

La presente invention va etre decrite plus en detail ci-apres, 

Selon invention, par « matrice proteique adhesive », on entend un 
15 reseau forme d*un ou plusieurs composants protefques presentant des 
proprietes adhesives et qui sont non toxiques. biocompatibles et 
biodegradables, ledit reseau renfermant un gaz ou un melange de gaz 
biocompatibles et non toxiques. 

Les proprietes adhesives de la matrice sont generalement acquises 
20 par un processus de polymerisation et/ou de reticulation de son ou ses 
constituants de base, de preference, initie par un ou plusieurs agent(s) de 
polymerisation/reticulation fourni(s) avant la formation de la mousse. 

Par « non toxique ». on entend tout produit dont la toxicite est 
suffisamment faible pour permettre une utilisation en chirurgie et/ou en 
25 therapeutique du corps humain ou animal, quel que soit le site 
d'application, en satisfaisant aux criteres et normes imposes par la 
legislation. 

Par « biodegradable », on entend tout composant susceptible de 
disparaTtre par degradation progressive (metabolisation). 
30 La matrice adhesive peut correspondre, du point de vue de sa 

composition chimique, aux adhesifs et colles biologiques connus. 

Elle peut ainsi consister ou comprendre un compose proteique 
(constituent de base), au moins partiellement polymerise/reticule qui est 
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non toxique, biocompatible et biodegradable et qui possede des proprietes 
adhesives, 

Le terme « compose proteique » designe une proteine ou un 
melange de proteines, eventuellement chimiquement modifiees, 
notamment par methylation ou succinylation. 

U invention s'etend ainsi aux matrices adhesives obtenues a partir 
d'une composition comprenant, d'une part, un compose proteique 
(constituant de base) polymerisable/reticuiable, potentiellement adhesif et, 
d'autre part, un agent de polymerisation/reticulation, par leur melange 
extemporane avant utilisation. 

Confonmement a I'lnvention, par « compose proteique 
polymerisable/reticulable potentiellement adhesif », on entend tout 
compose proteique tel que defini precedemment capable de developper, 
en presence d'eau, des proprietes adhesives par polymerisation et/ou 
reticulation sous I'effet d'un agent de polymerisation/reticulation. 

Selon rinvention, Tagent de polymerisation/reticulation peut 
comprendre un compose ou un melange de composes compatible avec le 
compose proteique polymerisable/reticulable pour provoquer la 
polymerisation/reticulation de celui-ci par un melange extemporane. 
generaiement en quelques minutes. 

Le compose proteique est mis en oeuvre soit sous forme solubilisee 
en milieu aqueux, soit sous forme solide notamment de poudre ou de 
fibres. 

L' agent de polymerisation/reticulation peut egalement etre mis en 
oeuvre sous forme solubilisee en milieu aqueux ou sous forme 
pulverulente, de preference lyophilisee. 

Les proteines mises en oeuvre aux fins de invention sont choisies 
de preference parmi le collagene. la gelatine, I'albumine, Telastine et le 
fibrinogene, et plus preferentiellement parmi le collagene et Talbumine. Le 
collagene est tout particulierement prefere. 

Le collagene utilise aux fins de rinvention peut etre indifferemment 
d'origine humaine ou animale, ou obtenu par des moyens de 
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recombinaison genetique. II peut s'agir de collagene de type I, 111, IV ou V, 
ou encore de leur melange en toute proportion. 

II peut s'agir de collagene natif, c'est-a-dire qui a conserve sa 
structure helicoYdaie d'origine, eventuellement chimiquement modifie par 
5 methylation, par succinylation ou toute autre methode connue, notamment 
pour le rendre plus soluble a pH physiologlque, ou encore traite pour 
eliminer les telopeptides. notamment par digestion a la pepsine. 

On peut utiliser egalement du collagene constitue majoritairement 
de chaTnes a dont le poids moleculaire est voisin de 100 kDa, non 
10 hydrolyse. Dans ce cas, la structure helicoTdale du collagene est 
denaturee, au moins partiellement, par exemple par un chauffage modere, 
en presence d'eau, notamment a une temperature comprise entre 40 et 
70°C. dans des conditions douces de maniere a eviter la degradation par 
coupure hydrolytique de la gelatine ainsi formee, generalement moins de 
15 10% des chaTnes collageniques ayant un poids moleculaire inferieur a 100 
kDa. 

Une telle gelatine est appelee ci-apres « collagene chauffe », pour 
la distinguer de la gelatine du commerce qui peut egalement etre utilisee 
aux fins de invention mais de maniere non preferee. 

20 Le collagene natif ou le collagene chauffe decrits precedemment 

est mis en oeuvre soit sous forme de fibres ou poudre seche soit sous 
forme de solution aqueuse a une concentration comprise entre 1 et 5%. 
de preference entre 2,5 et 4% en poids pour le collagene natif, entre 4 et 
20% de preference entre 5 et 16% en poids pour le collagene chauffe. 

25 Le pH des solutions de collagene natif ou de collagene chauffe est 

de preference neutre, plus preferentiellement compris entre 6 et 8. 

Lorsque la matrice adhesive est obtenue a partir d'albumine, on 
('utilise de preference sous forme de poudre seche soit sous forme d'une 
solution aqueuse a une concentration comprise entre 20 et 50% en poids. 

30 de preference 40 a 50 %. 

Dans le cas du fibrinogene, on utilise de preference une poudre ou 
une solution aqueuse a une concentration comprise entre 10 et 20 %. 
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Conformement a la presente invention, i' agent de reticulation peut 
etre choisi parmi des polymeres reactifs naturels ou synthetiques, de 
preference de poids moleculaire superieur a 1000. tels que des 
polyaldehydes macromoleculaires, des polymeres hydrophiles, dont la 

5 diffusion ulterieure a partir de la colle est genee par le poids moleculaire 
important. emp§chant une toxicity directe immediate. 

Par « polymeres reactifs », on entend des polymeres capables de 
reagir avec ies composes proteiques tels que d§finis pr6cedemment, en 
particulier vis-§-vis de fonctions amine ou sulfhydryle qu'ils peuvent 

10 contenir. 

Les polyaldehydes macromoleculaires qui peuvent etre mis en 
oeuvre selon I'invention comprennent des polyaldehydes biodegradables 
d'origine naturelle, c'est-a-dire tout compose pr6sentant plusieurs 
fonctions aldehydiques derivees d'un polymere naturel biodegradable. 

15 Les polyaldehydes peuvent etre utilises seuls ou en melange, le 

terme « polyaldehyde » utilise ici designant indifferemment un compose 
seul ou un melange de plusieurs de ces composes. 

Ces polyaldehydes macromoleculaires peuvent §tre prepares par 
oxydation de polysaccharides ou de mucopolysaccharides notamment 

20 avec de I'acide periodique ou I'un de ses sels selon un precede connu en 
soi. 

Parmi les polysaccharides ou mucopolysaccharides convenant a la 
realisation de I'invention, on peut citer I'amidon. le dextrane, I'agarose, la 
cellulose, la chitine, le chitosane, I'acide alginique, les 

25 glycosaminoglycanes, I'acide hyaluronique, et la chondroftine sulfate ou 
leurs derives. L'amidon, le dextrane ou I'acide hyaluronique sont preferes, 
I'amidon etanttout particulierement prefere. 

Le polyaldehyde peut etre obtenu en ajoutant a la solution de 
polysaccharide ou mucopolysaccharide, une solution d'acide periodique 

30 ou run de ses sels jusqu'a I'obtention d'une concentration finale comprise 
entre 0,01 et 1 M, de preference entre 0,25 et 0,5 M. L'6tape d'oxydation 
peut §tre op§ree sur des solutions, des gels ou des suspensions de 
polysaccharide(s). 
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La preparation de polysaccharide oxyde peut ensuite etre soumise 
a des dialyses. diafiltrations, filtrations, ultrafiltrations, dans le but 
d'eliminer les produits de la reaction d*oxydation et des reactifs ainsi que 
des derives iodes formes pendant la reaction, ou en exces. 
5 Avant utilisation, le polysaccharide ou mucopolysaccharide oxyde 

est conserve de preference en solution acide. au pH quMI acquiert 
spontanement, a une concentration comprise entre 0,5 et 20 % en poids, 
de preference entre 1 et 10 %. 

La solution est stable a Tabri de Tair et est conservee de preference 
10 entre +1°C et +25°C. 

Dans une variante, le polysaccharide ou mucopolysaccharide 
oxyde peut etre sous forme lyophilisee acide, la redissolution du lyophilisat 
pouvant se faire en eau ou avec le tampon physiologique necessaire. 

Les polymeres hydrophiles utiles aux fins de invention presentent 
15 de preference un poids moleculaire de 1000 a 15000 Da, de preference 
entre 2000 et 5000. lis comprennent, par exemple, les derives de 
poly(ethylene) glycol (PEG), les poly(oxyethylene), les poiy(methylene 
glycol), les poly(trimethylene glycol), les poly{vinylpyrrolidone), les derives 
du PEG etant les plus preferes. lis peuvent etre iineaires ou ramifies, mais 
20 ne sont pas fortement reticules. Les polymeres en bloc poly(oxyethylene)- 
poly(oxypropylene) ayant eventuellement un noyau ethylene diamine 
(polymere a 4 fins de chaTnes) peuvent egalement convenir. 

Les polymeres hydrophiles sont « actives » pour reagir 
selectivement avec les amines et les thiols des proteines. En fin de 
25 chaTnes des polymeres, on trouve une structure semblable a : -chame du 
polymere-liant-GP (Groupe partant) pour les polymeres reagissant avec 
les amines ou -chaTnes du polymere-GRT (Groupe reactif vIs-a-vis des 
thiols) pour les polymeres reagissant avec les thiols. 

Le liant peut etre selectionne parmi des groupes consrstant en un 
30 carbonate -C(0)-. en un monoester -R-CH2-C(0)- ou un diester 
-C(0)-0-(CH2)n-0-C(0)-, le GP peut etre un derive succinimidyle, 
maleimidyle. phtalimidyle, imidazolyle, nitrophenyle, tresyle le derive 
succinimidyle etant le plus prefere. Enfin, les GTR peuvent etre choisis 
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parmi les derives vinylsulfone, iodoacetamide, maleimide et orthopyridyle- 
disulfure. 

Ces polymeres hydrophiles sont synthetises suivant des methodes 
connues de T Homme de I'art. 
5 lis peuvent etre conserves sous forme deshydratee, conditionnes 

en seringues. 

Pour Tobtention de la matrice adhesive selon un premier mode de 
realisation, les composes proteiques precites, notamment le collagene, le 
collagene chauffe ou Talbumine peuvent etre en solution aqueuse. lis sont 
10 melanges extemporanement a I' agent de polymerisation/reticulation, dans 
des conditions telles que la polymerisation/reticulation desdits composes 
proteiques puisse se faire en un temps de preference inferieur a 5 
minutes. 

Selon un deuxieme mode de realisation pour I'obtention de la 

15 matrice adhesive, les composes proteiques precites, notamment le 
collagene. le collagene chauffe ou Talbumine peuvent etre sous forme 
solide, notamment de poudre seche eventuellement sterilisee, par 
exemple dans une premiere seringue. Dans ce mode de realisation, on 
prefere prevoir une etape supplementaire pour solubiliser la poudre avant 

20 introduction de I'agent de polymerisation / reticulation. On peut alors 
utiliser une deuxieme seringue contenant une solution aqueuse 
tamponnee. L'une au moins des deux seringues est associee a des 
moyens de chauffage pour permettre le rechauffement du melange a une 
temperature de 37 a 50°C. 

25 La mise en solution du compose proteYque est effectuee par des 

transferts successifs du contenu des deux seringues de Tune dans Tautre, 
en utilisant au mieux la possibilite de rechauffage qui facilite la 
solubilisation rapide du compose proteTque. 

Lorsque le melange est en suspension aqueuse homogene, 11 est 

30 alors possible d'introduire I'agent de reticulation pour continuer la 
preparation et rapplication de la mousse proteYque adhesive comme dans 
le premier mode de realisation. 
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Dans les deux modes de realisation, que le compose proteTque soit 
en solution pr§formee ou en poudre seche, il est preferable de partir de 
preparations steriles pour les applications chirurgicales. 

Cette sterilite peut etre obtenue a partir du moment ou la matiere 

5 premiere est sterilisee par filtration, en travaillant ensuite dans un 
environnement sterile (locaux steriles speciaux, equipements presterilises 
et en atmosphere isolee). 

II est toutefois avantageux de pouvoir simplifier les conditions 
operatoires et d'en diminuer la complexity et le cout en adoptant un 

10 precede valide de sterilisation finale. Une telle sterilisation peut etre 
obtenue par irradiation gamma ou beta de preference lorsque la solution 
ou la poudre proteTque a ete prealablement additionnee d'un agent 
piegeur de radicaux libres, "radioprotecteur" tel qu'un sucre ou un 
polysaccharide, notamment Tamidon a une concentration voisine de 1 %. 

15 Le temps de polymerisation/reticulation peut etre controle selon les 

constituants mis en oeuvre pour Tobtention de la matrice adhesive, d'une 
maniere connue en soi. 

Selon un mode de realisation de Tinvention, la matrice adhesive est 
obtenue a partir du melange d'un compose proteique en solution, de 

20 preference du collagene natif, du collagene chauffe ou de Talbumine, avec 
un polysaccharide ou mucopolysaccharide oxyde, de preference Tamidon 
oxyde, le dextrane oxyde, ou Tacide hyaluronique oxyde. 

La matrice adhesive peut ainsi etre preparee, selon un premier 
mode de realisation de invention, a partir d'un melange de polyaldehyde 

25 et de collagene chauffe, dans un rapport en poids de 1 :10 a 1 :160, de 
preference de 1 :15 a 1 :50, avec une concentration finale en collagene 
chauffe de 4 a 16%, de preference de 4 a 13% en poids. La temperature 
de la solution de polysaccharide est de preference comprise entre +1''C et 
+30°C et celle de la solution de collagene chauffe a une valeur permettant 

30 sa fluidification, soit entre +37°C et +50*^0. 

La temperature du melange adhesif est comprise de preference 
entre +35''C et +41 °C- Le temps de reaction du melange peut etre ajuste 
en fonction du pH du collagene chauffe, variant entre 6,5 et 7,5. Un temps 
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court de polymerisation, inferieur a 1 minute, peut etre obtenu a pH 7,5 et 
etre progressivement augments en acidifiant la solution de collagene 
chauffe jusqu'a pH 6,5. 

Selon un autre mode de realisation de T invention, la matrice 

5 adhesive est prepares a partir d'un melange de polyaldehyde oxyde et de 
collagene natif dans un rapport en poids de 1 :10 a 1 :50. de preference 
de 1 :10 a 1 :30, avec une concentration finale en collagene de 1 a 5%, de 
preference de 2 a 4%. La temperature de la solution de polysaccharide 
oxyde est de preference comprise entre +1°C et +30''C et celle de la 

10 solution de collagene natif entre +18**C et +37°C. La temperature du 
melange adhesif est comprise de preference entre +18°C et +37*'C. Le 
temps de reaction du melange peut etre ajuste en fonction du pH du 
collagene. entre 6.5 et 7.5 et de la temperature du melange. Le temps de 
polymerisation augmente en diminuant le pH et/ou la temperature du 

15 melange. 

Selon un autre mode de realisation de T invention, la matrice 
adhesive est preparee a partir d'un melange de polymere hydrophile 
active en poudre et de collagene chauffe en solution, dans un rapport en 
poids de 1 :50 a 1 :1. de preference entre 1 :10 a 1 :1. avec une 

20 concentration finale de collagene chauffe de 4 a 20 %, de preference 
entre 10 et 18 %. La temperature de la solution de collagene chauffe est 
comprise entre +37 et +50X et le pH de la solution de collagene chauffe 
peut varier de 6,9 a 9,0, suivant le temps de reticulation souhaite, de 
moins d'une minute a plusieurs dizaines de minutes. La temperature du 

25 melange adhesif resultant est comprise de preference entre +35 et +4rC. 

Selon encore un autre mode de realisation, on peut utiliser un 
melange de polyaldehyde oxyde et d'albumine de 1 :4. 

Selon un mode de realisation de 1' invention, la matrice adhesive 
peut etre preparee a partir de proteines ayant subi une coupure oxydative. 

30 Dans ce cas, on peut mettre en oeuvre un traitement par Tacide 

periodique ou Tun de ses sels, de preference le periodate de sodium, 
selon un precede connu en sol. 
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Le collagene est particulierement prefere aux fins de T invention et 
peut etre de taut type indique prec§demnnent. Les preferences indiquees 
ci-dessus s'appliquent egalennent dans ce cas. 

La modification par coupure oxydative du collagene est decrite 
5 dans le brevet US 4 931 546. 

Ce traitement provoque des coupures dans certains constituants du 
collagene. Thydroxyiysine et les sucres et cree ainsi des sites reactifs 
(groupes aldehydes) sans en provoquer la reticulation tant que le pH de la 
solution de collagene reste acide. 
10 Le collagene oxyde peut etre conserve sous forme lyophilisee, a 

une temperature de +4°C a +25^. 

Selon ce mode de realisation, Tagent de polymerisation/reticulation 
est alors forme d'un tampon a pH legerement alcalin pour permettre la 
reticulation du melange, a pH neutre. 
15 Selon I'invention. la matrice adhesive peut ainsi etre obtenue par 

melange de collagene oxyde sous forme deshydratee avec un tampon en 
solution, la solution pouvant elle-meme resulter de la dissolution prealable 
d'un tampon sous forme deshydratee dans Teau. 

Selon un autre mode de realisation de T invention, on peut utiliser 
20 pour la preparation de la matrice adhesive des proteines modifiees par un 
agent acylant ou sulfonanL 

Les proteines indiquees precedemment ainsi que leurs preferences 
s'appliquent egalement a ce mode de realisation. 

L'agent de polymerisation/reticulation est egalement dans ce cas un 
25 tampon de pH legerement alcalin a neutre, de preference compris entre 
6,0 et 9,0, plus preferentiellement entre 8.0 et 8.5. 

La matrice adhesive est obtenue par un precede similaire a celui 
indique precedemment en melangeant les proteines a groupe acylant ou 
sulfonant avec la solution tampon pour que la reaction d'acylation ou de 
30 sulfonation puisse se produire en conduisant a la matrice adhesive. 

Selon un autre mode de realisation de invention ou la matrice 
adhesive est a base de colle de fibrine, les colles actuellement disponibles 
sur le marche, notamment celles vendues sous les noms « Tissucol® » ou 
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« Tisseel® » commercialisees par Baxter. « Beriplast® » commercialisee 
par Centeon, peuvent etre utilisees aux fins de 1' invention. 

II s'agit tfune solution concentree de fibrinogene (70-140 mg/ml) 
contenant du facteur XIII et eventuellement de la fibronectine. 
5 Uagentde polynnerisation/reticulation consiste, dans ce cas, en une 

solution de thrombine (4-100 U.I) pouvant eventuellement etre additionnee 
de collagene. 

Conformennent a invention, quel que soit le type de nnatrice 
adhesive choisi, la mousse adhesive est preparee lors de la formation de 
10 la matrice adhesive. 

Lorsque celle-ci resulte du melange de deux constituants de base 
(compose proteique - agent de polymerisation/reticulation), notamment 
dans les cas precites, ce melange est realise extemporanement et avant 
son application sur les tissus. Lors de cette operation, un gaz est introduit 
15 par tout procede connu de Thomme de Tart. 

Le gaz peut etre introduit notamment lors du melange des 
constituants, ou directement dans le melange prealablement forme (c'est- 
a-dire dans le materiau fluide de matrice proteique adhesive). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre de I'lnvention. on peut 
20 prevoir, de maniere moins preferee, de realiser le melange des deux 
constituants de base in situ, c'est-a-dire I'application d'une mousse de 
compose proteique prealablement formee puis T application subsequente, 
notamment par spray, de Tagent de polymerisation/reticulation necessaire. 
Le gaz utilise aux fins de invention peut consister en de I'air ou en 
25 i'un ou plusieurs de ses composants, par exemple azote, oxygene, gaz 
carbonique. 

Les gaz preferes sont I'air, le dioxyde de carbone et I'azote. 

II peut s'agir d'un gaz ou d'un melange de gaz (designes ci-apres 
par le terme general « gaz »). 
30 Conformement a T invention, le gaz utilise pour la formation de la 

mousse adhesive peut etre associe, de maniere preferee, a Tun des 
constituants de base pour la formation de la matrice adhesive, le cas 
echeant au compose proteique polymerisable/reticulable et/ou a Tagent de 
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polymerisation/reticulation, et/ou apporte independamment de Tun de ces 
constituents. 

Le terme « associe » designe le cas ou le gaz est simpiement 
contenu dans le meme recipient que le constituant de la nnatrice adhesive 
5 (phases poudre/gaz ou liquide/gaz) comme le cas ou le gaz est nnelange a 
Tagent de polymerisation/reticulation qui est par exemple sous forme 
pulverulente ou lyophilisee. 

Lorsque le gaz est associe a Tun des composants pour la matrice 
adhesive, la mousse est formee lors du melange desdits composants pour 
10 Fobtention de la matrice adhesive. 

Le gaz peut aussi etre apporte independamment seul ou associe a 
un vehicule qui est non toxique. biocompatible et biodegradable et qui est 
melange avec la matrice adhesive et ses elements constitutifs au moment 
de la preparation de la mousse adhesive. 
15 II peut s'agir d'un compose proteique tel que celui mis en oeuvre 

pour la formation de la matrice adhesive. Toutefois. dans ce cas, la 
quantite de compose proteique servant de vehicule est telle quMI ne peut 
permettre la formation de la matrice adhesive a lui seul. 

Le vehicule peut renforcer ou completer Tactivite de la mousse ou 
20 presenter une activite biologique. 11 peut en particulier constituer 
parallelement un vehicule pour une (des) substance(s) biologiquement 
active(s) comme indique ci-apres. 

Dans ce cas. le melange pour la formation de la matrice adhesive 
peut etre prealablement realise (pour conduire au materiau de matrice 
25 adhesive) puis le gaz eventuellement associe a un vehicule tel que decrit 
precedemment, est alors introduit dans la matrice adhesive deja en cours 
de formation. 

L'agent de polymerisation/reticulation et/ou le vehicule contenant le 
gaz se presente de preference sous forme deshydratee, en particulier 
30 lyophilisee. 

En variante, le vehicule peut etre, de maniere moins preferee, sous 
forme liquide. 
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Selon un autre aspect de T invention, d^autres composants 
n'interferant pas avec la formation de la nnousse peuvent etre incorpores. 

La nnousse adhesive peut ainsi pemnettre la delivrance de 
substances biologiquement actives sur le site cible ou elle est appliquee. 



ainsi etre melangee au vehicule. Des exemples de telles substances 
incluent. mais de fa9on non limitative : drogues, vitamines. facteurs de 
croissance, hormones, derives steroTdes, antibiotiques, vaccins, anti- 
viraux, antifongiques, anti-parasites, anti-tumoraux, anti-cancereux, 

10 toxines, enzymes, inhibiteur d'enzymes, proteines, peptides, composes 
mineraux (ex. derives du zinc, du cuivre, du selenium, du calcium) 
neurotransmetteurs, lipoproteines, glycoproteines, immuno-modulateurs, 
immunoglobulines et fragments de ceux-ci, agents de contraste, derives 
d*acides gras, polysaccharides, acides nucleiques (ex. fragments d'ADN, 

15 d'ARN) et polynucleotides. 

Parmi les facteurs de croissance, les facteurs suivants ou leurs 
genes correspondants sont particulierement preferes : facteurs de type 
EGF (Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), TGF-p 
Transforming Growth Factor -p) incluant les BMP (Bone Morphogenetic 

20 Protein), IGF (Insulin Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth 
Factor) VEGF (Vascular Endotheline Growth Factor) ou analogues et 
derives de ces facteurs. 

Ces substances biologiquement actives peuvent etre melangees en 
solution avec le vehicule, puis eventuellement deshydratees par tout 

25 moyen connu de Thomme de Tart. 

II est possible egalement de reprendre un vehicule deshydrate dans 
un volume minimal de solution contenant la(les) substance(s) 
biologiquement active(s) ou d'ajouter une solution concentree de 
cette(ces) substance(s) biologiquement active(s) a un vehicule 

30 deshydrate. 

Enfin, de fagon moins preferee, il est possible egalement de realiser 
une solution aqueuse du vehicule melange a une(des) substance(s) 
biologiquement active(s) avant d'etre melange au gaz. 



5 



Une grande variete de substances biologiquement actives peut 
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Tout procede connu de rhomme de Fart peut etre employe pour 
realiser la mousse, consistant simplement a melanger differents produits 
et un gaz de maniere homogene. Le melange est realise 
extemporanement avant utilisation pour obtenir une mousse adhesive 
prete a Temploi. 

A cet effet. on peut utiliser les kits qui font I'objet de la presente 
invention. 

Les constituants necessaires a la formation de la mousse sont de 
preference contenus, separement, dans des seringues, la mousse etant 
obtenue par transfert en va-et-vient du contenu d'une seringue dans 
I'autre jusqu'a I'obtention d'un melange homogene. 

La mousse recueillle dans une seringue unique peut ensuite etre 
appliquee au site desire. 

A cet effet. on peut utiliser un kit tel que celui decrit dans la 
demande WO 98/15299 pour la preparation d'une colle a base de 
collagene et de polyaldehyde macromoleculaire. 

On rappelle que ce kit peut se presenter sous la forme de deux 
seringues contenant respectivement le composant collagenique et le 
polyaldehyde. 

Les seringues sont fixees a un disposltif de maintien equipe de 
moyens de melange congus pour pouvoir melanger extemporanement leur 
contenu de maniere homogene. apres avoir rechauffe la seringue de 
collagene a la temperature appropriee comprise entre 37**C et SC'C selon 
la fluidite recherchee. 

Le compose proteique et r agent de polymerisation/reticulation sont 
conditionnes sous une des formes decrites ci-dessus. 

La quantite de gaz necessaire est presente egalement dans Tune 
des seringues ou partagee dans chacune d'elles de sorte que le gaz est 
introduit au moment de la formation du materiau de matrice adhesive par 
melange des constituants. 

En variante, la quantity de gaz n6cessaire eventuellement associee 
a un vehicule comme decrit ci-dessus. peut provenir d'une autre seringue. 
auquel cas il est introduit dans le mat6riau de matrice adhesive en cours 



# 
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de formation par exemple par polymerisation/reticulation, apres melange 
des constituants de base, ce pre-melange formant le materiau de matrice 
adhesive pouvant lui-meme etre obtenu a Taide du kit selon la demande 
WO 98/15299. 

5 Lorsqu'il est melange a un vehicule, eventuellement combine a 

une(des) substance(s) biologiquement active(s), le gaz represente de 
preference au minimum 50 % du volume total de la preparation, et de 
fagon plus preferee, 90 % du volume total. 

Le melange se fait de preference en incorporant un volume de gaz 

10 representant 25 a 90% du volume total de la mousse, de preference de 40 
a 75%. 

Ce melange se fait par ailleurs a une temperature favorisant 
r incorporation du gaz dans la colle biologique. Cette temperature est de 
preference physiologique, de fagon plus preferee comprise entre 18°C et 
15 4VC. 

Le cas echeant, ce melange se fait au tout debut de la reticulation, 
de preference lorsque la viscosite initiale du melange est la plus faible, 

Les mousses obtenues conformement a T invention presentent des 
proprietes adhesives satisfaisantes pour une utilisation en chirurgie et/ou 
20 en therapeutique. comparables a celles des colles biologiques connues a 
base desquelles elles sont realisees. 

Elles doivent etre utilisees aussitot. dans les cinq premieres 
minutes de la preparation. 

25 Selon les elements constitutifs de la matrice adhesive et son mode 

d'obtention, on peut de maniere connue controler le temps de 
polymerisation/reticulation pour permettre la formation de la mousse et 
son application au site desire. 



30 immediatement apres sa formation lorsqu'elle est encore en cours de 
polymerisation/reticulation. 

Elle est applicable par des precedes connus de Thomme de Tart. 
Elle est de preference injectable, a travers des seringues, des catheters. 



La mousse adhesive objet de la presente invention est appliquee 
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des canules ou tout autre materiel equivalent pemnettant un ecoulement 
aise de la mousse. Notamment. pour des dispositifs cylindriques, le 
diametre interieur peut etre compris entre 0,1 a 2 mm. Le systeme 
d'injection peut comporter un applicateur dont la forme est 
5 particuiierement bien adaptee a ('utilisation souhaitee. 

Selon une autre forme de realisation de I'lnvention, la mousse peut 
etre formee in situ par application subsequente des constituants 
necessaires comme indique precedemment. 

La mousse peut perdre son caractere coliant apres 
10 polymerisation/reticulation, en permettant une application selective et 
precise sur les tissus cibles sans coller les tissus non desires, voisins du 
site dMntervention. 

La Vitesse de prise en masse de la matrice adhesive dans la 
structure en mousse n'est pas affectee par T introduction du gaz. 

15 La mousse adhesive selon Tinvention est non toxique et est 

parfaitement bien toleree par I'organisme hote, tout en etant plus elastique 
que les colles connues. 

La densite de la mousse finale est variable selon la quantite de gaz 
introduite et Tapplication envisagee. 

20 Elle est caracterisee par la presence de pores d'un diametre 

compris generalement entre 50 et 200 microns. 

Cette porosite confere au produit des proprietes remarquables vis- 
a-vis des plaquettes sanguines qui peuvent y adherer plus rapidement 
grace a la grande surface de contact exterieure. II se forme un agregat de 

25 plaquettes activees qui secretent les facteurs de coagulation necessaires 
a rhemostase. La matrice adhesive acquiert ainsi grace a cette porosite 
des proprietes hemostatiques qui permettent d'arreter des saignements 
par Taction conjuguee de Tetanchement mecanique de la plaie et de 
Tactivation plaquettaire au contact du sang. 

30 Cette porosite confere a la matrice adhesive une grande elasticite 

qui en fait un produit de choix pour etancher les plaies du poumon et 
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Stopper les fuites d'air tout en realisant Themostase locale apres exerese 
d'une tumeur. 

La porosite du materiau adhesif facilite sa colonisation cellulaire, sa 
biodegradation et sa transformation en tissu cicatricial tout en evitant la 
5 formation d'adherences postoperatoires avec les organes adjacents a la 
plaie. 

Les depots de mousse sur les tissus vivants sont notamment plus 
faciles a visualiser grace a leur structure microporeuse particuliere et leur 
opacite. 

10 Grace a sa faible densite, elle peut etre appliquee avec une grande 

precision sur les tissus. sans connaTtre les problemes de coulure 
habituellement rencontres avec les colles liquides connues ou de 
dispersion par les gaz propulseurs des spray. 

Sa fluidite initiale permet son injection a Taide de seringues et son 

15 utilisation par laparoscopie a I'aide de canuies et catheters adaptes. Elle 
peut etre etalee facilement a Taide d'une spatule ou d'un pinceau par 
badigeonnage en chirurgie ouverte comme en laparoscopie. 

Get adhesif tissulaire poreux est done particulierement indique pour 
realiser I'hemostase des plaies vasculaires ou tissulaires, chirurgicaies ou 

20 traumatiques, les proteger et en faciliter la cicatrisation en evitant la 
formation d'adherences postoperatoires. 

La mousse adhesive selon T invention peut etre mise en oeuvre, de 
fagon non limitative, pour prevenir ou arreter le saignement de plaies 
vasculaires ou tissulaires, pour iier des tissus biologiques, y compris des 

25 tissus vivants, entre eux ou a un biomateriau implante. pour la cicatrisation 
de plaies chirurgicaies ou chroniques, la protection ou I'etancheite de 
sutures, la prevention de la formation d'adherences post-operatoires, la 
delivrance de substances biologiquement actives notamment avec des 
medicaments pour une application locale, le comblement de cavites 

30 tissulaires (os, cartilage, lesions cutanees ...)• 

Uinvention a done egalement pour objet les procedes de 
traitements chirurgicaux ou medicaux comprenant la mise en place, en un 
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site approprie de Torganisme, par une voie d'abord convenable, d'une 
quantite de mousse selon T invention, efficace pour adherer sur le site et 
provoquer Teffet recherche. 

L' invention fournit ainsi un proc6de de protection ou de liaison de 
5 tissus biologiques, y compris des tissus vivants, entre eux ou a un 
biomateriau implante presentant des fonctions reactives vis-a-vis de Tun 
des constituants de la matrice adhesive, comprenant le fait de melanger 
les constituants (constituants de la matrice adhesive et gaz) necessaires a 
la formation de la mousse, simultanement ou successivement comme 
10 indique ci-dessus. 

On applique ensuite rapidement la mousse fluide resultante, c'est- 
a-dire en moins de 3 minutes, pendant la polymerisation/reticulation de la 
matrice adhesive, sur lesdits tissus et/ou ledit biomateriau a une 
temperature comprise entre 20° et 41 °C, puis on laisse 
15 polymeriser/reticuler Tensemble. 

Le melange prealable a T application peut etre realise avec le kit 
decrit precedemment. 

Le temps de polymerisation/reticulation peut etre ajuste en fonction 
des constituants de la matrice adhesive et de leur consen/ation, d'une 
20 maniere connue en soi en faisant varier le pH, les concentrations, la 
temperature. 

Le temps de resorption in vivo peut egalement etre ajuste 
notamment en modifiant chimiquement les constituants de base de la 
matrice adhesive, comme cela est connu dans la technique ou en 
25 controlant la concentration en agent de polymerisation/reticulation. 

Selon la composition de la matrice adhesive, ce temps peut varier 
de quelques jours a plusieurs mois. 

Selon les applications, le biomateriau implante consiste en la 
mousse adhesive elle-meme qui est alors utilisee seule. 
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Dans d'autres cas. il peut s'agir de fixer un biomateriau presentant 
par exemple des fonctions aminees, reactives vis-a-vis du polyaldehyde 
constitutif de la matrice adhesive. 

Pour d'autres applications, notamnnent la prevention des 
5 adherences post-operatoires, la nnousse adhesive selon Tinvention peut 
etre utilisee seule ou etre intimement liee a un film a base de collagene, 
pour former un materiau bicomposite. 

II peut s'agir d'un film collagenique tel que decrit dans WO 
98/34656. 

10 Le collagene mis en oeuvre pour former le film correspond a celui 

indique precedemment pour I'obtention de la mousse. Le collagene 

chauffe est prefere. 

Le film collagenique peut comprendre en outre un additif 

hydrophile, de preference chimiquement non reactif vis-a-vis du collagene, 
15 c*est-a-dire qui n'est pas susceptible de reagir avec le collagene present, 

notamment qui ne forme pas de liaisons covalentes avec celui-ci lors de la 

reticulation. 

Uadditif hydrophile consiste de preference en du 
polyethyleneglycol. 

20 

La preparation du materiau bicomposite proprement dite est 
realisee par Tassemblage de la couche formant film et de la mousse 
adhesive en cours de formation ou une fois formee, c'est-a-dire apres 
melange des constituants necessaires. 
25 Uassemblage comporte le coulage de la solution collagenique. 

destinee a realiser le film, sur un support sensiblement plan adequat, en 
repartissant celle-ci uniformement. 

Le support est inerte en ce quMI ne reagit pas avec les 
composants precites et n'inten/ient pas dans le processus de reticulation. 
30 II est de preference hydrophobe, par exemple en PVC ou polystyrene. 

Cependant, ce support peut egalement etre constitue d'un materiau 
pelliculable qui restera faiblement adherent et qui pourra ensuite etre 
separe au moment de I'utilisation chirurgicale. 
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Ce support peut encore etre lui-meme constitue d'un film, par 
example de collagene seche, sur lequel on coule la solution, ou encore 
d'une couche de gel de materiau collagenlque a un etat de gelification 
nettement plus avance. 
5 La densite de la couche mince appliquee est de preference 

comprise entre 0,1 et 0,3 g/cm^. 

Le coulage de cette solution collagenlque est realise a une 
temperature avantageusement comprise entre 4 et SO'^C. de preference 
entre 18 et 

10 On laisse cette solution se gelifier et on applique sur ladite solution 

en cours de gelification, la mousse preparee comme indique 
precedemment. En d'autres termes, on depose la couche de mousse 
poreuse sur le gel, Tapplication se poursuivant par simple gravite ou, 
eventuellement par une legere compression insuffisante pour provoquer 

15 un tassement sensible de la mousse. 

Le moment auquel on applique la mousse poreuse sur la solution 
en cours de gelification est tel que le gel est encore mou et laisse penetrer 
celle-ci sur une distance qui est avantageusement de I'ordre de 0.05 a 2 
mm, de preference de I'ordre de 0,1 a 0,5 mm. 

20 En general, lorsque la solution qui se gelifie est a une temperature 

comprise entre 4 et 30°C, la couche de mousse poreuse est appliquee 
entre 5 et 30 minutes apres la repartition de la solution sur la surface qui 
la regoit. 

On laisse secher ou on lyophilise I'ensemble pour obtenir le 
25 materiau bicomposite selon T invention. 

La polymerisation/reticulation de la matrice adhesive peut 
s'effectuer ou s'achever, le cas echeant pendant le sechage du materiau 
bicomposite. 

Ce sechage peut etre obtenu a une temperature comprise entre 4 
30 et 30*^0, de preference entre 18 et 25'*C. 

On peut realiser le sechage du materiau dans un flux d'air sterile, si 
necessaire. 



wo 01/05443 



27 



PCT/FROO/02088 



Apres sechage, le materiau bicomposite selon I'invention peut §tre 
separe de son support. En variante, il peut comprendre ou incorporer un 
film ou une couche de materiau collag^nique sur lequel la solution 
collagenique a ete coulee. 

Le materiau bicomposite selon ['invention est stable a temperature 
ambiante et reste stable pendant un temps suffisant pour sa manipulation 
a des temperatures pouvant aller jusqu'a 37-40°C. 

L'epaisseur du film collagenique est de preference inf^rieure a 100 
pm, et plus pref6rentiellement comprise entre 30 et 75 pm. 

L'epaisseur de la mousse est de preference comprise entre 0,2 
cm et 1 ,5 cm, plus preferentiellement encore entre 0,3 cm et 1,2 cm. 

Un tel materiau bicouche presente un ensemble de qualites 
d'liemostase, d'anti-adherences post-operatoires et de bio-degradabilite 
particulierement surprenantes. 

Le materiau collagenique bicomposite selon {'invention est 
particulierement adapte a la prevention d'adherences post-operatoires, en 
particulier sur des plaies hemorragiques, du fait de la prevention des 
adherences par le film, de la bonne adhesion du materiau composite sur 
de telles plaies et de ['absence de sang a interface. 

Outre leurs propri6tes d'hemostase et de prevention d'adherences 
post-operatoires, le materiau collagenique relevant de la presente 
invention facilite la cicatrisation, a cause de sa stmcture composite, 
associant une couche tres poreuse de mousse a un film collagenique. 

La partie poreuse du materiau est facilement colonisable par les 
cellules environnantes. Le film protege la cicatrisation en cours pendant 
quelques jours grace a ses proprietes d'etanch^ite aux bact§ries et 
microorganismes. 

Le pouvoir de prevention des adherences par le film du materiau 
est egalement renforce par I'acceleration de la cicatrisation de la plaie par 
la couche de mousse du materiau. 
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Selon I'invention, le materiau collagenique bicomposite est ainsi 
utile pour Themostase et la prevention des adherences post-operatoires 
sur des plaies saignantes tout en facilitant la cicatrisation. 

En outre, Tadditif hydrophile macromoleculaire est elimine par 
5 diffusion a travers le materiau collagenique, en quelques jours, materiau 
dont le gonflement favorise la degradation du film collagenique en moins 
d'un mois. 

Le materiau bicomposite selon invention peut egalement etre 
utilise pour favoriser la cicatrisation. Sa structure poreuse tres ouverte 
10 permet une colonisation cellulaire rapide. Le film permet, quant a lui, 
d'isoler la partie poreuse pour la rendre accessible a des cellules 
specifiques. 

A titre d'exemple, des fibroblastes peuvent etre cultives dans la 
partie poreuse du materiau. in vitro, et des cellules epitheliales peuvent 
15 etre cultivees sur le film en realisant deux compartiments provisoirement 
separes. 

L* invention va etre decrite plus en details a i'aide des exemples 
donnes ci-apres a titre indicatif et non limitatif. 



20 

EXEMPLE 1 : Mousse adhesive constituee d'une matrice adhesive 
associant du collagene chauffe et de Tamidon oxyde (colle GAO) 

Preparation de Tamidon oxyde ; 
25 Une solution d'amidon soluble est preparee, a la concentration de 

20 %. a la temperature de 75 °C, jusqu'a obtenir une solution parfaitement 
homogene, puis est dilue au 34. Elle est ensuite pre-flltree et filtree sur une 
membrane de porosite 0,22 pm. 

Le pH de I'amidon est ajuste, alors. a pH 3,0-3.2 et la concentration 
30 de Famidon a 6 %. On ajoute. ensuite, a la solution d'amidon oxyde du 
metaperiodate de sodium, a la concentration finale de 0,36 M, a 
temperature ambiante. Apres 2 heures de traitement, ia solution est 



# 
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dialysee avec une membrane de seuil de coupure allant de 5 ^ 10 kDa. 
centre de I'eau .d6mineralisee ultra-filtree. La dialyse est poursuivie jusqu'^ 
I'elimination totale des produits dialysables de la reaction d'oxydation et 
des reactifs ainsi que des d6riv6s iodes, formes pendant la reaction. 

Ensuite, la solution d'amidon oxyde est ajustee. en concentration, a 
la valeur souhaitee. entre 1 a 3 %. Elle est pre-filtree et filtr6e sterilement 
sur membrane de porosite 0.22 [im. 

Le produit est stable pendant au moins un an, a une temperature 
de +4 a +25 "C, a I'abri de I'air. 

Pour la realisation d'une mousse adhesive, la solution d'amidon 
oxyde peut etre conditionnee en seringues. 

La solution d'amidon oxyde. conditionnee en seringues ou en 
flacons. peut etre egalement lyophilisee dans des conditions steriles et 
conservee a une temperature de +4 a +25"'C, a I'abri de I'air. 

La mise en solution ulterieure de I'amidon oxyde lyophilise permet 
de preparer, si necessaire. des solutions d'amidon oxyd6 plus concentrees 
pouvant atteindre 3 a 30 %. 

Preparation du collagene chauffe : 

Le collagene utilise est de source connue de I'homme de I'art. De 
type I bovin. il peut etre acido-soluble ou solubilise par digestion a la 
pepsine. D'origine de placenta humain. il peut etre prepare par extraction 
a la pepsine, selon le precede d§crit dans le brevet EP-A-0 214 035. 

On obtient par exemple un melange des types I et III. Celui-ci peut 
etre ensuite eventuellement utilise pour separer le type I et/ou le type 111. 
Le collagene peut etre aussi prepare par les techniques de recombination 
genetlque. 

On prepare une solution acide de collagene a une concentration de 
4 a 16 % par addition progressive d'une poudre de collagene acide dans 
I'eau, a une temperature de 42 X. Tres rapidement. apres 2 a 5 minutes 
d'agitation. des que la fluidity le permet, la solution est neutralisee avec 
une solution molaire de soude, a un pH variant de 6,5 a 7,5. 
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Apres neutralisation, la temperature de la solution de collagene est 
ajustee a +60 °C pour permettre sa sterilisation par filtration sur 
membrane de porosite 0,22 pm, a la suite de pre-filtrations. 

Pour une utilisation en kit notamment comme decrit dans la 
5 demande WO 98/15299. le collagene est ensuite reparti dans des 
seringues de maniere sterile et est conserve a une temperature comprise 
entre +4 et +25 °C, tout en etant stable pendant au moins un an. 

Dans une variante. la solution de collagene chauffe est additionnee 
d*amidon a 1 % ou d'autres agents protecteurs vis a vis des radiations 
10 ionisantes. L'ensemble est filtre a une temperature de 42°C sur membrane 
de porosite 0,22 microns et reparti en seringues qui peuvent etre 

sterilisees par irradiation gamma, en final a une dose de 5 a 30 kilogreys 



Realisation de la mousse adhesive GAO 

15 On prend une seringue chauffante de 5 ml, remplie avec 2 ml de 

collagene chauffe a la concentration de 16 % et enveloppee par un film 
resistif equipe d'un thermostat permettant de maintenir la temperature du 
collagene entre +44 et +50°C. On prepare egalement une seringue de 5 
ml contenant 2,5 ml d'air et 0,5ml d*amidon oxyde. 

20 On melange, ensuite, le contenu de ces deux seringues raccordees 

par un simple connecteur, en chassant alternativement totalement le 
contenu de Tune dans {'autre, 10 a 20 fois jusqu'a obtenir une mousse 
adhesive compietement homogene. 

Selon une autre variante de realisation de la mousse adhesive, on 
25 prend une seringue chauffante de 2,5 mi, remplie avec 2 ml de collagene 
chauffe a la concentration de 16 % et enveloppee par un film resistif 
equipe d*un thermostat permettant de maintenir la temperature du 
collagene entre +44 et +50°C. On prepare d*un autre cote une seringue 
contenant 0,5 ml d'amidon oxyde. Ces deux seringues sont assemblies 
30 en un kit tel que decrit dans la demande de brevet WO 98/15299. Ellas 
sont reunies par un ensemble connecteur / melangeur dont la fonction est 
d'obtenir un gel adhesif parfaitement homogene. Le contenu du kit est 
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transfer^ dans une seringue vide de 5 ml, a I'aide d'un simple raccord. En 
parallele, on prepare une seringue de 5 ml contenant 2,5 ml d'air. 

On melange, ensuite, le contenu de ces deux seringues comme 
decrit plus haut. 

Selon une autre variante il est possible de preparer une mousse 
adhesive de densite moitie de la precedente. Pour cela, on assemble un 
kit pour 'colle' biologique, en utilisant une seringue de 2,5 ml remplie avec 
2 ml de collag§ne chauffe a la concentration de 16 % et une seringue 
contenant 0.5 ml d'amidon oxyde. Le contenu de ce kit est deverse dans 
une seringue de 10 ml. On prepare d'un autre cote une seringue de 10 ml 
renfermant 7,5 ml d'air. 

On melange, ensuite, le contenu des deux seringues suivant le 
proced6 d6crit ci-dessus. 

FXEMPLE 2 : Mousse constituee d'une matrice adhesive prepar§e 
a partir de « colle GAO » et de collagene natif. 

Preparation du collagene natif 

On prepare une solution de collagene ^ 3 % dans de I'eau 
ultrafiltree demineralis6e. On ajoute ensuite une solution de phosphate 
disodique 0,22 M, pour obtenir une concentration finale de 20 mM. On 
homogen^ise la suspension de collagene avec un agitateur a pale 
defloculeuse, puis on ajuste son pH a 7,4-7,5, avec une solution 
concentree d'acide chlorhydrique. 

La suspension de collagene neutralise est, ensuite, diluee avec de 
I'eau ultrafiltree demin^ralisee pour atteindre une concentration en 
collagene de 1,8 % et en phosphate de 13 mM. Elle est Iaiss6e au repos, 
pendant une nuit, pour avoir une fibrillation complete du collagene. 

Le lendemain, la suspension de collagene est centrifugee a 10000- 
15000 G, pour concentrer le precipite de collagene, qui est homog6neise, 
par suite, avec un agitateur ^ pale defloculeuse. Deux grammes de 
precipite de collagene a 2 %, en poids, sont repartis dans des seringues 
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de 5 ml qui sont lyophilisees, dans des conditions connues de I'honnme de 
rart. 

Apres la lyophilisation. on introduit le piston des seringues de 
collagene. sans comprimer le collagene. On conditionne ces seringues 
5 dans un double emballage etanche qui sont sterilisees par gamma- 
irradiation a une dose de 25 a 35 Kgy. 

Deux autres variantes principales sont applicables pour la 
preparation de cette poudre de collagene natif sterile. 

a) la suspension de collagene precipite a 2 % est additionnee de 
10 1 % d'amidon avant lyophilisation, ce qui permet de diminuer les 

effets hydrolytiques de Tirradiation finale sterilisante sur la 
molecule de collagene. 

b) la suspension de collagene est preparee de maniere sterile tout 
au long du procede pour eviter Tirradiation finale sterilisante. 

15 D'autres variantes de ce procede sont d'introduire des quantites et 

des concentrations plus ou moins importantes de collagene. 

Preparation des elements de la « colle GAO » 
Les elements de la colle GAO sont prepares comme decrit dans 
I'exemple 1 et comprennent une seringue de collagene chauffe a la 
20 concentration de 8 % et une seringue d'amidon oxyde a la concentration 
de 1,5 %. 

Realisation de la mousse adhesive GAO / collagene natif 
Comme decrit dans Texemple precedent, on realise d'abord le 
melange du collagene chauffe et de Tamidon oxyde (colle GAO). aux 

25 concentrations respectives de 8 et 1,5 %. Pour cela, on peut utiliser un kit 
tel que decrit dans la demande WO 98/15299 et transferer 2,5 ml de gel, 
dans une seringue de 5 ml. On peut egalement utiliser deux seringues de 
5 ml raccordees par un simple connecteur, Tune contenant 2 ml de 
collagene chauffe a 8 % et I'autre 0,5 ml d'amidon oxyde a 1,5 %. Le 

30 melange des deux produits est realise en chassant altemativement 
totalement le contenu de Tune des deux seringues dans Tautre, 5 a 10 fois 
jusqu'a obtenir un gel completement homogene. 



# 
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Le collagene utilise pour cet exemple est du collagene bovin de 
type I, extrait de derme de veau, eventuellement solubilise par digestion a 
la pepsine et, purifie par des precipitations salines, selon les techniques 
deja decrites. On peut utiliser. de la meme maniere. des collagenes 
5 d'autres especes aninnales ou d'origine humaine de type I. de type III, ou 
d'origine recombinante. ou d'autres types ou leur melange en toutes 
proportions. 

La seringue de collagene lyophilise est ensuite raccordee avec la 
seringue de colle GAO melangee. Les deux produits sont homogeneises, 
10 en commengant par faire passer la colle GAO dans la seringue contenant 
le collagene lyophilise. puis en transferant le contenu d*une seringue a 
r autre, en poussant tour a tour leurs pistons, 10 a 20 fois, jusqu'a obtenir 
une mousse homogene. 

A partir du moment ou Ton prepare la colle GAO, la mousse doit 
15 etre realisee et utilisee avant que la matrice adhesive soit entierement 
polymerisee pour qu'elle puisse adherer aux tissus. 



EXEMPLE 3 : Mousse constitute d'une matrice adhesive preparee 
20 a partir de colle GAO et de collagene natif melange au FGF (Fibroblast 
GroNA^h Factor) 

La colle GAO est preparee comme decrit dans r exemple precedent. 

a partir de 2 ml de collagene chauffe a 8 % et 0,5 ml d'amidon oxyde a 1 ,5 

%. Elle est transferee dans une seringue de 5 ml. 
25 A la seringue de collagene natif, on ajoute 100 a 250 pi d'une 

solution de FGF humain recombinant 

Puis, on melange cette seringue de collagene natif a la colle GAO. 

comme decrit precedemment jusqu'a obtenir une mousse homogene 

GAO/collagene natif - FGF. 
30 Selon une autre variante. on attend un temps d' adsorption du FGF 

sur le collagene natif. de 5 a 120 minutes, avant de proceder au melange 

de la preparation de collagene / FGF a la colle GAO. 
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Une autre variante de cet exemple consiste a lyophiliser le FGF 
avec le cotlag^ne natif suivant le proc6de ci-dessous. On melange au 
precipite de collagene une solution de FGF qui est homog6neise. reparti 
dans des seringues de 5 ml, a raison de 2 g par seringue, lyophiiis6 et soit 
prepare sterilement soit sterilise par gamma-irradiation. Cette seringue de 
collagene et FGF lyophilise est melange a 2,5 ml de colle GAO. comme 
d6crit dans I' exemple 2. jusqu'a obtenir une mousse homogene. 

La composition de cette mousse adhesive est particulierement 
employee pour le comblement de lesions nerveuses, le FGF etant un 
facteur facilitant la regeneration des nerfs. 

Dans cet exemple. on peut remplacer le FGF par d'autres facteurs 
de croissance ou leurs melanges, possedant des activit6s equivalentes au 
FGF. 



FXEMPLE 4 : Mousse constituee d'une matrice adhesive preparee 
a partir de colle GAO et de collagene natif melange a l'IL-2 (interleukine 
de type 2) 

On reprend I'exemple 3 en remplagant le FGF ou facteurs 
equivalents par riL-2. 

Cette mousse adhesive GAO/collagene natif - IL-2 est 
particulierement interessante dans le controle de la cancerogenese et 
I'inhibition du developpement de tumeurs. Elle peut etre egalement 
pr6par§e avec d'autres produits, seuls ou melanges qui inhibent le 
developpement de cancers et de tumeurs. 



EXEMPLE 5 : Mousse constituee d'une matrice adhesive preparee 
a partir de colle GAO et de collagene natif melange a des facteurs de 
croissance cellulaire ou de regeneration tissulaire 

Les exemples 3 et 4 peuvent etre rep6t6s avec du collagene natif 
melange a tout facteur de croissance cellulaire ou de regeneration 
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tissulaire pour preparer des mousses adhesives actives sur des plaies 
cutanees, osseuses, cartilagineuses, ... 



FXEMPLE 6 : Mousse adhesive pr6paree a partir de cotlagene en 
5 poudre seclie. 

Preparation du collaqene : 

On prepare une solution acide de collagene a une concentration de 2 % 
par addition progressive d'une poudre de collagene acide dans I'eau, a 
une temperature de 20-25 °C. Des que la solution est parfaitement 

10 homogene, le collagene est neutralise par ajout de phosphate de sodium, 
a la concentration finale de 10 mM, pour atteindre un pH de 6,5-8. La 
solution de collagene est ensuite laissee au repos pendant 1 nuit, a 20- 
25°C, puis le collagene precipite est r6cup6re par centrifugation. II est 
dessal§ etdeshydrate par une serie de lavages ac§toniques : dans I'ordre, 

15 1 bain acetone/eau. 90/10, m/m, 3 bains acetone/eau, 80/20. m/m et 3 
bains acetone 100 %. 

Le collagene est ensuite reparti dans un volume de 2,5 ml dans des 
seringues de 5 ml, a raison de 80-400 mg de collagene sec par seringue. 
Le collagene utilise est de source connue de I'homme de I'art incluant les 
20 collagenes recombinants. De type 1 bovin, il peut etre acido-soluble ou 
solubilis6 par digestion a la pepsine. D'origine de placenta humain. il peut 
§tre prepare par extraction a la pepsine, selon le proced6 decrit dans le 
brevet EP-A-0,21 4,035. 

25 Le collagene apres une filtration sterilisante initiale peut §tre prepare 
st6rilement tout au long du proc6de dans des locaux steriles et avec des 
equipements appropries connus de I'homme de I'art. 
Dans une variante, le collagene reparti dans une seringue 
Becton-Dickinson Ref : "STERIFILL" peut etre sterilise par gamma- 

30 irradiation a la dose de 5 a 35 kilogrey. de preference en presence d'un 
agent protecteur vis a vis des effets hydrolytiques des in-adiations, tel que 
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ramidon. Un volume d'air additionnel est incorpore dans la seringue si 
necessaire pour augmenter le volume futur de la mousse. 

Preparation d'une seringue d'eau distillee ou de tampo n DhvsioloQiaue 
5 sterile , selon les methodes habituelles, en utilisant une meme seringue 
Becton-Dickinson. Cette seringue peut contenir aussi un volume d'air 
complementaire. D'une maniere avantageuse Tune des deux seringues est 
equipee ou associee avec un systeme de chauffage permettant une 
regulation de la temperature de 30 a SOX. 

10 

Preparation de la mousse : 

Apres chauffage de Tune des deux seringues, celle-ci est connectee avec 
Tautre seringue a Taide d'un connecteur de diametre interieur voisin de 2 
mm, assez large pour eviter le colmatage par des particuies et grumeaux 

15 initiaux de collagene. 

Le contenu de la seringue liquide est envoye dans la seringue contenant 
la poudre et le melange est realise par transferts successifs, 10 a 20 fois. 
a une temperature inferieure a ZJ^'C lorsque I'on veut conserver la 
stmcture helicoTdale du collagene et de 37 a 50°C lorsque Ton veut obtenir 

20 une diminution ou une suppression de la structure helicoYdale. 

Lorsque la mousse est homogeneisee. elle est conservee dans Tune des 
deux seringues (a temperature tiede ou ambiante suivant la seringue 
utilisee) avant d'etre melangee avec une seringue sterile contenant 
ramidon oxyde, a temperature ambiante, preparee comme dans les 

25 exemples precedents. 

Apres incorporation de Tamidon oxyde dans la mousse precedente. la 
mousse finale est a une temperature inferieure a 40^*0, le plus souvent 
voisine de SZ^'C, et doit etre utilisee dans les cinq minutes suivantes, tant 
qu'elle est encore suffisamment fluide. 

30 La Vitesse de reticulation est facilement controlable par I'ajustement du pH 
du collagene utilise et de sa concentration. 
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Dans des variantes. la seringue de poudre de collag^ne ou de la solution 
aqueuse de reprise peuvent §tre additionnees de produit(s) biologique(s) 
apportant des fonctions biologiques complementaires telies que 
antibiotiques. anti-inflammatoires, facteurs de croissance etc... 



FXFMPLE 7 : Mousse adlieslve constituee d'une matrice adhesive 
associant I'albumine et I'amldon oxyde (colle AAO) 

On prepare comme decrit dans I'exemple 1 une solution d'amidon 
10 oxyde de 10^25%. 

Preparation de Talbumine 

L'albumine utilisee est de source connue. D'origine humaine ou 
animale ou issue des techniques de recombinaison genetique. 

L'albumine est reprise a une concentration de 20 a 50 %. 
neutralisee a pH 6.5-7.5 avec des solutions concentr6es de soude et 
d'acide chlorhydrique et filtree sterilement sur membrane de porosite 0.22 
pm. 2 ml de cette solution sont ensuite conditionn6s dans des seringues 
de 5 ml. 

La seringue d'albumine et une seringue contenant 0,5 ml d'amidon 
oxyde de 10 a 25 % sont assemblees en un kit. suivant le precede d6crit 
dans I'exemple 1 . Le kit est appele AAO. 

Realisation de la mousse adhesive AAO / collag^ne natif. 
Comme d6crit dans les exemple precedents, on peut d'abord 
realiser le melange de l'albumine et de I'amidon oxyde. aux concentrations 
respectives de 20-50 et de 10 § 25 %. sans introduire d'air. Pour cela. on 
peut utiliser un kit semblable a celui utilise pour la preparation de la colle 
GAO de I'exemple 2 et transferer 2.5 ml de gel. dans une seringue de 
5 ml. 

La seringue de colle AAO est ensuite raccordee a une seringue de 
5 ml contenant 2.5 ml d'air. Les deux produits sont homog6n6ises. en 
commengant par faire passer I'air dans la seringue contenant la colle 
AAO. puis en transferant le contenu d'une seringue a I'autre. en poussant 
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tour a tour leurs pistons, 10 a 20 fois, jusqu'a obtenir une mousse 

homogene d'un volume de 5 ml. 

On peut egalement utiliser deux seringues de 5 mi raccordees par 

un simple connecteur. Tune contenant 2 ml d'albumine a 20-50 % et 
5 r autre 0,5 ml d'amidon oxyde de 10 a 25 % et 2,5 ml d'air. Le melange 

des deux produits est realise en chassant alternativement totalement le 

contenu de Tune des deux seringues dans Tautre, 5 a 10 fois jusqu'a 

obtenir une mousse completement homogene. 

A partir du moment oCi Ton prepare la colle AAO, la mousse doit 
10 etre realisee et utilisee avant que la matrice adhesive soit entierement 

polymerisee pour qu'elle puisse adherer aux tissus. 



EXEMPLE 8 : Mousse adhesive preparee a partir d'albumine 
15 deshydratee et d'amidon oxyde en solution. 

- Preparation de I'albumine 

0,4 a 1,25 g d'albumine en poudre sont conditionnes de maniere 
sterile dans une seringue Becton-Dickinson de 5 ml 
ref : "STERIFILL" 

20 - Preparation d'une seringue de 2 ml d'eau distillee ou de solution 

physiologique PBS associee a un systeme de chauffage qui 
permet de porter la temperature du liquide entre 37 et 45°C. 
Les deux seringues sont ensuite connectees bout a bout a I'aide 
d'un raccord de 1 a 2 mm de diametre. 

25 On melange ensuite le contenu des deux seringues par 

transferts successifs de I'une dans Tautre. Apres 10 a 20 
transferts. la mousse homogene d'albumine est recueillie dans 
Tune des deux seringues. 

Celle-ci est ensuite connectee a une seringue contenant 0.5 ml 
30 d'amidon oxyde a 6 % et apres un melange par transferts 

successifs d'une seringue dans I'autre, on peut appliquer la 
mousse proteTque adhesive sur la plaie a traiter. 
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EXEMPLE 9 : Mousse adhesive constituee d'une matrice adhesive 
associant ralbumine et des derives de polyethylenes glycols portant des 
groupes electrophiies actives reactifs vis-a-vis des amines. 

5 

Uaibumine est reprise a une concentration de 20 a 50 %. 
neutralisee a pH 6.5-9 comme decrit dans Texempie 7 ou 8. 2 nnl de cette 
solution sont ensuite conditionnes dans des seringues de 5 ml. 

Parmi les PEG electrophiies actives, on peut utiliser indifferemment. 

10 seul ou melanges en toutes proportions, le SPA-PEG (succinimidyl 
propionate PEG), le SCM-PEG (Succinimidyl ester of carboxymethylated 
PEG) et le BTC-PEG (Benzotriazole carbonate of PEG) de poids 
moleculaire superieur a 1000 Da. derives de PEG. produits 
commercialises par SheanA/ater Polymers. On peut egalement utiliser le 

15 PEG-SS2 (Disuccinimidyl succinate PEG), synthetise comme decrit dans 
la demande de brevet WO 96/03159 (Minnesota Mining and 
Manufacturing Company). On conditionne 40 a 500 mg de PEG active 
sous forme deshydratee par seringue de 5 ml. 

20 Realisation de la mousse adhesive. 

On realise le melange de Talbumine et des PEG actives en 
transferant la totalite du contenu de la seringue d'albumine dans celle du 
PEG, puis en chassant entierement le contenu de Tune des deux 
seringues dans Tautre, 5 a 10 fois jusqu'a obtenir un gel completement 

25 homogene de 5 ml. 

A partir du moment ou Ton prepare la colle associant I'albumine et 
les derives electrophiies de PEG active, la mousse doit etre realisee et 
utilisee avant que la colle soit entierement polymerisee pour qu'elle puisse 
adherer aux tissus. 

30 La Vitesse de polymerisation et done le temps disponible pour utiliser le 
produit est regie par le pH du melange. Plus le pH est acide, plus la 
reaction est lente et plus long est le temps disponible. 
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EXEMPLE 10 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 
adhesive associant ralbumine et des derives de PEG actives reactifs vis- 
a-vis des sulfhydryles. 

5 

L'albumine est reprise a une concentration de 20 a 50 %. 
neutralisee a pH 6,5-9 comme decrit dans les exemples precedents. 2 ml 
de cette solution sont ensuite conditionnes dans des seringues de 5 ml. 

Parmi les PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles, on peut 

10 utiiiser indifferemment, seul ou melanges, en toutes proportions, ie VS- 
PEG (vinyl sulfone PEG). Ie MAL-PEG (Maleimide PEG) et Ie OPSS-PEG 
(orthopyridyl-disulfide PEG) de poids moleculaire superieur a 1000 Da, 
derives de PEG, produits commercialises par Shearwater Polymers. On 
conditionne 40 a 500 mg de PEG active et deshydrate par seringue de 2 

15 ml. 

La mousse adhesive est ensuite realisee comme decrit dans 
Texemple 9. 

20 EXEMPLE 11 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 

adhesive associant Ie collagene chauffe et des derives de polyethyienes 
glycols portant des groupes electrophiles actives reactifs vis-a-vis des 
amines. 

On reprend Texempie 9 en remplapant Talbumine par Ie collagene 
25 chauffe, prepare comme decrit dans Texemple 1, a la concentration de 10- 
20 %, a pH 6,5-9 et en conditionnant deux fois moins de PEG active et 
deshydrate par seringue de 5 ml, soit 20-250 mg de PEG. 

30 EXEMPLE 12 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 

adhesive associant Ie collagene chauffe et des derives PEG actives 
reactifs vis-a-vis des sulfhydryles. 
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On reprend I'exemple 10 en remplagant Talbumine par le collagene 
chauffe, prepare comme decrit dans I'exemple 1, ^ la concentration de 10- 
20 %, a pH 6,5-9 et en conditionnant deux fols moins de PEG active et 
d6shydrate par seringue de 5 ml, soit 20-250 mg de PEG. 

FXEMPLE 13 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 
adhesive pr§par6e a partir d'une colle de fibrine et de gel d'agarose. 

Preparation du gel d'agarose (vehicule) 

On reprend en solution de I'agarose, a la concentration finale de 
0,5-5 %. dans de I'eau demineralisee apyrogene. a une temperature 
comprise entre 75 et 1 00 °C, puis on ajuste le pH de cette solution a pH 
7,5-9 avec un tampon phosphate concentre pour obtenir une 
concentration finale en phosphate de 10-20 mM. On transfere 2 ml de 
cette solution, par seringue de 5 ml. Cette solution est ensuite lyophilisee, 
dans des conditions connues de I'homme de I'art. 

Dans une autre variante, la solution d'agarose est realisee dans de 
I'eau demineralisee apyrogene, tamponnee avec 10-20 mM de borax a un 
pH 7,5-9 ou avec un melange - 1 :1. mol/mol - de borax et de phosphate, 
a une concentration finale de 10-20 mM. 

Apres la lyophilisation, on introduit le piston dans les seringues. 
sans comprimer I'agarose. On conditionne ces seringues dans un double 
emballage etanche qui sont sterilisees par gamma-irradiation a une dose 
de 25 a 35 KGy. 

Une autre variante de ce precede est de filtrer sterilement la 
solution d'agarose, ^ chaud - c'est-§-dire des que la viscosite de la 
solution est suffisamment basse pour permettre la filtration sterilisante de 
la solution -, apres I'ajustement de son pH a 7.5-9 comme indique ci- 
dessus, sur membranes de porosit6 0.22 a 0,45 pm. Cette solution est 
ensuite repartie sterilement dans des seringues de 5 ml, a raison de 2 ml 
par seringue. et lyophilisee. Apres la lyophilisation. on introduit le piston 
dans les seringues, sans comprimer I'agarose. On conditionne ces 
seringues dans un double emballage etanche. Toutes les operations 
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effectuees, apres la filtration sterilisante, sont realisees dans des 
conditions steriles connues de rhomme de Tart. 

Realisation de la mousse adhesive code de fibrine / agarose 
On realise d'abord extemporanennent la colle de fibrine. Toutes les 
5 colles de fibrine du connmerce peuvent convenir. li peut s'agir par exemple 
d*une solution de TISSUCOL® contenant le fibrinogene. 2 nnl de solution 
de colle de fibrine preparee extemporanement sont transferes dans une 
seringue de 5 ml et chauffes a 40°C. 

La seringue d'agarose lyophilise est ensuite raccordee avec la 
10 seringue de colle de fibrine. Les deux produits sont homogeneises, en 
commen9ant parfaire passer la colle de fibrine dans la seringue contenant 
Tagarose lyophilise, puis en transferant le contenu d'une seringue a 
Tautre, en poussant tour a tour leurs pistons. 10 a 20 fois. jusqu'a obtenir 
une mousse homogene, 

15 A partir du moment ou Ton prepare la colle de fibrine, la mousse 

doit etre realisee et utilisee avant que ie fibrinogene soit entierement 
transforme en fibrine. 

EXEMPLE 14 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 
20 adhesive preparee a partir de colle de fibrine, d'agarose et d'un 
antibiotique. 

On reprend Texemple 11 en ajoutant a 2 ml de solution d'agarose 

avant qu'elle soit lyophilisee. 0,25-2,5 mg de vancomycine, un antibiotique 
25 efficace contre les bacteries gram-positives, notamment Staphylococcus 

aureus et Staphylococcus epidemnidis, les deux agents principaux 

d'infection de greffes dans la chirurgie vasculaire. 

Cette formulation est utilisee pour Tetancheite de points de sutures 

d'anastomoses vasculaires. 
30 Une variante de cet exemple est d'inclure ^ la place de la 

vancomycine d'autres antibiotiques, seuls ou leurs melanges en toutes 

proportions. 
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REVENDICATIONS 

1 . Mousse proteTque adhesive fluide biocompatible, bioresorbable 
et non toxique, a usage chirurgical et/ou therapeutique, notamment pour la 

5 protection/cicatrisation de plaies tissuiaires et pour la liaison de tissus 
biologiques entre eux ou a un biomateriau implante. caracterisee en ce 
qu'elle connprend une matrice proteTque adhesive fluide biocompatible, 
bioresorbable et non toxique renfermant un gaz ou un melange de gaz 
biocompatibles et non toxiques. 

10 

2. Mousse adhesive selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que la matrice adhesive est constitute de, ou comprend. un compose 
proteique au moins partiellement polymerise/reticule, qui est non toxique, 
biocompatible et biodegradable et qui possede des proprietes adhesives, 

15 ledit compose proteique etant eventuellement chimiquement modifie. 

3. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 et 

2. caracterisee en ce que le compose proteique est constitue de, ou 
comprend, une proteine ou un melange de proteines choisies parmi le 

20 collagene, la gelatine, Talbumine, Teiastine et le fibrinogene, de preference 
parmi le collagene et I'albumine. 

4. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 

3, caracterisee en ce que le compose proteique est constitue de, ou 
25 comprend, du collagene. 

5. Mousse adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce le 
compose proteique est constitue de, ou comprend, du collagene natif, du 
collagene natif chimiquement modifie, notamment par methylation, par 

30 succinylation. par coupure oxydative notamment a Taide d'acide 
periodique ou Tun de ses sels, du collagene natif sans telopeptides, du 
collagene ayant perdu au moins partiellement sa structure helicoTdale. 
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constitue majoritairement de chaines a et dont le poids moleculaire est 
voisin de 100 kDa, non hydrolyse (collagene chauffe). 

6. Mousse adhesive selon la revendication 4. caracterisee en ce 
5 que le compose proteique est constitue de, ou comprend, du collagene 



7. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 
6, caracterisee en ce que le connpose proteique est reticule avec un 
10 polymere reactif de poids moleculaire superieur a 1000. de preference 
choisi parmi les polyaldehydes macromoleculaires et les polymeres 
hydrophiles capables de reagir avec le compose proteique, notamment 
vis-a-vis de fonctions amines ou sulfhydryles. 

15 8. Mousse adhesive selon la revendication 7, caracterisee en ce 

que le polyaldehyde macromoleculaire est choisi parmi les 
polysaccharides ou mucopolysaccharides oxydes, de preference parmi 
Famidon, le dextrane, Fagarose, la cellulose, la chitine. le chitosane, 
Facide alginique, les glycosaminoglycanes, Tacide hyaluronique et la 

20 chondroitine sulfate, et leurs derives ou leurs melanges, plus 
preferentiellement parmi Famidon, le dextrane et Facide hyaluronique. 

9. Mousse adhesive selon la revendication 8, caracterisee en ce 
que le polyaldehyde macromoleculaire comprend Famidon oxyde. 



10. Mousse adhesive selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que le polymere hydrophile est choisi parmi les derives de poly(ethylene) 
glycol (PEG), les poly(oxyethylene). les poly(methylene glycol), les 
poly(trimethylene glycol), les poly(vinylpyrrolidone), les derives du PEG 
30 etant les plus preferes. 



chauffe. 



25 
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11. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 9, caracterisee en ce que la matrice adhesive est constituee de, ou 
comprend, du collagene chauffe reticule avec de I'amidon oxyde. 

5 12. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 

a 3 et 7 a 9, caracterisee en ce que la nnatrice adhesive est constituee de, 
ou comprend, de Talbumine reticulee avec de Tamidon oxyde. 

13. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
10 a 3 , 7 et 12, caracterisee en ce que la nnatrice adhesive est constituee de, 

ou comprend, de Talbumine reticulee avec un polymere reactif. 

14. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que la matrice adhesive est constituee de. ou 

15 comprend, une colle de fibrine. 

15. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 14, caracterisee en ce que le gaz est choisi parmi Fair, I'azote, I'oxygene 
et le gaz carbonique ou le melange d'un ou piusieurs de ces gaz, de 

20 preference parmi Tair, le dioxyde de carbone et Tazote, Tair etant tout 
particulierement prefere. 

16. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
^15, caracterisee en ce que le volume de gaz represente 25 a 90 % du 

25 volume total de la mousse, de preference 40 a 75 %. 

17. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 16, caracterisee en ce que la mousse contient une ou piusieurs 
substances biologiquement actives. 

30 

18. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
& 17, caracterisee en ce qu'elle est intimement liee a un film collagenique. 
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19. Procede pour Tobtention d'une mousse proteique adhesive 
fluide, biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage cfiirurgical 
et/ou therapeutique, notamment pour la protection/cicatrisation de plaies 
tissulaires et pour la liaison de tissus biologiques entre eux ou a un 

5 biomateriau implante, caracterlse en ce qu'il comprend le fait de melanger 
extemporanement, de maniere homogene, un compose proteique 
polymerisable/reticulable et potentiellement adhesif a un agent de 
polymerisation/reticulation pour former un materiau fluide de matrice 
proteique adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique et un gaz 
10 ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques avec ce materiau 
fluide de matrice proteique adhesive, ou avec un des constltuants de base 
d'un tei materiau solubilise en milieu aqueux. 

20. Procede selon la revendication 19. caracterise en ce que le 
15 compose proteique sous forme solide, notamment sous forme de fibres ou 

de poudre seche, est melange extemporanement avec une solution 
aqueuse tamponnee a I'aide de moyens de chauffage et en ce que Ton 
amene dans le melange, Tagent de polymerisation/reticulation. 

20 21. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 et 20, 

caracterise en ce que le compose proteique est tel que defini selon Tune 
quelconque des revendications 3^6. 

22. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que le 
25 compose proteique consiste en, ou comprend, du collagene natif sous 

forme de solution aqueuse a une concentration comprise entre 1 et 5 %, 
de preference 2.5 et 4 % en poids. 

23. Procede selon la revendication 19, caracteris6 en ce que le 
30 compose proteique consiste en, ou comprend, du collagene chauffe 

solubilise en milieu aqueux a une concentration comprise entre 4 et 20 %, 
de preference entre 5 et 18 % en poids. 
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24. Precede selon Tune quelconque des revendi cations 19 et 21, 
caracterise en ce que le compose proteique consiste en, ou comprend, de 
Talbumine, solubilisee en milieu aqueux a une concentration comprise 
entre 20 et 50 %, de preference 40 a 50 %. 

5 

25. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 24, 
caracterise en ce que Tagent de polymerisation/reticulation est un 
polymere reactif tel que defini selon Tune quelconque des revendications 7 
a 10. 

10 

26. Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que Tagent 
de polymerisation/reticulation est un polyaldehyde macromoleculaire 
solubilise en milieu aqueux a une concentration comprise entre 0,5 et 10% 
en poids, de preference entre 1 et 3% en poids. 

15 

27. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 23 et 
25 a 26, caracterise en ce que le compose proteique consiste en, ou 
comprend, du collagene natif ou du collagene chauffe et Tagent de 
polymerisation/reticulation est Tamidon oxyde. 

20 

28. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 21, 23 
et 26. 27. caracterise en ce que la proportion de polyaldehyde 
macromoleculaire au collagene chauffe est de 1/10 a 1/160, de preference 
de 1/15 a 1/50, la temperature de melange etant comprise entre 35*^0 et 

25 4rc. 

29. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 22 et 
25 a 27. caracterise en ce que la proportion de polyaldehyde 
macromoleculaire au collagene natif est comprise entre 1/10 a 1/50, de 

30 preference 1/10 a 1/30 et la temperature de melange est comprise entre 
18X et 37"C. 
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30. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 21, 
caracterise en ce que le compose proteique a ete prealablement modifie 
chimiquement ou par coupure oxydative, notamment par traitement a 
Tacide periodique ou Tun de ses sels, et en ce que I'agent de 

5 polynnerisation est forme d^un tampon a pH leger alcaiin pour permettre la 
polymerisation/reticulation du compose proteique a un pH sensiblement 
neutre. 

31. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 21, 
10 caracterise en ce quMI comprend le fait de melanger en solution aqueuse 

du fibrinogene avec de la thrombine. 

32. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 31. 
caracterise en ce que le gaz est choisi parmi Tair. Tazote, Toxygene et le 

15 gaz carbonique ou le melange d'un ou plusieurs de ces gaz, de 
preference parmi Tair, le dioxyde de carbone et r azote, Tair etant tout 
particulierement prefere. 

33. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 32, 
20 caracterise en ce que le gaz est associe a i*un ou plusieurs des 

constituants pour la matrice proteique adhesive. 

34. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 33, 
caracterise en ce que le gaz est associe a un vehicule, biocompatible et 

25 non toxique. de preference forme d'un compose proteique selon la 
revendication 21. 

35. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 33, 
caracterise en ce que le gaz est foumi a Taide de T agent de 

30 polymerisation/reticulation et/ou du vehicule sous forme pulverulente ou 
lyophilisee. 
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36. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 33, 
caracterise en ce que le gaz est fourni a Taide du compose proteique sous 
forme pulverulente ou lyophilisee. 

5 37. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 36, 

caracterise en ce que le volume de gaz introduit represente 25 a 90 % du 
volume total de la mousse adhesive, de preference 40 a 75 %. 

38. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 37, 
10 caracterise en ce qu*il comprend le fait d'introduire dans le materiau de 

matrice proteique adhesive une ou plusieurs substances biologiquement 
actives. 

39. Procede selon la revendication 38, caracterise en ce que la ou 
15 les substances biologiquement active(s) est (sent) associee(s) a un 

vehicule, biocompatible et non toxique. qui est eventuellement le vehicule 
pour le gaz ou le melange de gaz. 

40. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 39, 
20 caracterise en ce que la mousse proteique fluide adhesive est obtenue par 

transfert en va-et-vient du melange entre deux seringues, 

41. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 40, 
caracterise en ce que le gaz est introduit dans le materiau de matrice 

25 adhesive (matrice en cours de formation). 

42. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 40, 
caracterise en ce que le gaz est introduit au moment du melange des 
constituants pour la formation de la matrice adhesive. 



30 



43. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 42. 
caracterise en ce que le gaz est melange avec le materiau de matrice 
adhesive pour donner une temperature comprise entre 18°C et 41**C, 
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44. Kit pour la preparation d'une mousse proteique adiiesive fluide 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical et/ou 
therapeutique, notamment pour la protection/cicatrisation de plaies 
5 tissulaires et la liaison de tissus biologiques entre eux ou un biomateriau 
implante, caracterise en ce qu'il comprend un compose proteique 
polymerisable/reticulable. potentiellement adhesif. solubilise en milieu 
aqueux, et un agent de polymerisation/reticulation, pour former une 
matrice proteique adhesive fluide biocompatible, bioresorbable et non 
10 toxique, un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques, et 
des moyens pour melanger extemporanement les constituants, compose 
proteique en solution aqueuse et agent de polymerisation/reticulation, 
pour former la matrice adhesive et ledit gaz ou melange de gaz. 

15 45. Kit selon la revendication 44, caracterise en ce qu'il comporte 

un premier recipient contenant le compose proteique potentiellement 
adhesif sous forme pulverulente. deshydratee et eventuellement steriiisee, 
un second recipient contenant une solution aqueuse tamponnee 
eventuellement sterile, des moyens pour amener un agent de 

20 polymerisation/reticulation dans le compose proteique solubilise et des 
moyens pour melanger le contenu des premier et second recipients, et 
des moyens pour mettre en oeuvre un gaz dans ledit melange et obtenir la 
mousse. 

25 46. Kit selon Tune quelconque des revendications 44 et 45, 

caracterise en ce que le compose proteique, Tagent de 
polymerisation/reticulation et le gaz sont teis que definis selon Tune 
quelconque des revendications 21 a 39. 

30 47. Kit selon la revendication 44, caracterise en ce qu'il se presente 

sous la forme de deux seringues equipees de moyens de melange dont 
Tune des seringues contient le compose proteique en solution aqueuse et 
Tautre contient Tagent de polymerisation/reticulation. 
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48. Kit selon Tune quelconque des revendications 44 a 47, 
caracterise en ce que le gaz est associe au compose proteique et/ou a 
Tagent de polymerisation/reticulation. 

5 

49. Kit selon la revendication 45. caracterise en ce que lesdits 
moyens de melange pemnettent de faire passer plusieurs fois le melange 
d'une seringue a l^autre pour assurer la formation de la mousse a partir du 
gaz compris dans la seringue contenant le compose proteique pulverulent. 

10 

50. Kit selon Tune quelconque des revendications 44 a 48. 
caracterise en ce que le gaz est associe a un vehicule biocompatible et 
non toxique, de preference forme d'un compose proteique selon la 
revendication 21. 

15 

51. Kit selon Tune quelconque des revendications 44 a 48, 
caracterise en ce qu'il comprend une troisieme seringue contenant le gaz 
eventuellement associe a un vehicule. 

20 52. Kit selon la revendication 51 , caracterise en ce que le vehicule 

contient en outre une ou plusieurs substances biologiquement actives. 

53. Kit selon Tune quelconque des revendications 44 a 52, 
caracterise en ce que I'agent de polymerisation/reticulation et/ou le 

25 vehicule est sous forme lyophilisee. 

54. Utilisation d'une mousse proteique adhesive fluide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 18, pour prevenir ou arreter le 
saignement de plaies vasculaires ou tissulaires. pour lier des tissus 

30 biologiques, y compris des tissus vivants, entre eux ou a un biomateriau 
implante, pour la cicatrisation de plaies chirurgicales ou chroniques, la 
protection ou Tetancheite de sutures, la prevention de la formation 
d'adherences post-operatoires. la delivrance de substances 
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biologiquement actives notamment avec des medicaments pour une 
application locale, le comblement de cavites tissulaires (os, cartilage, 
lesions cutanees ...). 
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